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1 Einleitung und Zielsetzung 
 
Die Dendritische Zelle (DC) ist die am effektivsten arbeitende Antigen-präsentierende 
Zelle (APC) des Immunsystems. Sie stellt eine Verbindung vom angeborenen zum 
erworbenen Immunsystem dar, da sie als Teil des angeborenen Immunsystems T-Zellen 
des erworbenen Immunsystems aktivieren kann. Neben der Ausprägung einer spezifi-
schen Immunantwort sind DCs für die Entwicklung und Aufrechterhaltung von zentraler 
und peripherer Toleranz essentiell. 
Als mitunter wichtigste Dirigenten der Immunantwort stellen DCs wesentliche Ansatz-
punkte zur Manipulation des Immunsystems dar. Wünschenswert wäre es einerseits, 
Toleranz zu induzieren, um Autoimmunität bzw. Transplantatabstoßungen zu verhindern, 
und andererseits, Toleranz zu brechen, um tumorreduzierende, unterdrückte Immun-
antworten wieder aktivieren zu können. Des Weiteren wäre im Sinne einer effizienten 
Vakzinierung, die Induktion einer CD4+ T-Zell- und humoralen Immunantwort erstrebens-
wert. Im Mausmodell wurde bereits gezeigt, dass die in vivo Antigenbeladung definierter 
DC-Subpopulationen über bestimmte Oberflächenrezeptoren zu differenzierten T-Zell-
antworten führen kann (DUDZIAK et al. 2007). Für eine potentielle Antigenbeladung 
humaner DCs stehen derzeit jedoch nur ungenügend Informationen über einzelne 
DC-Subpopulationen und deren Expression endozytotischer Rezeptoren zur Verfügung. 
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Verteilung der DC-Subpopulationen in humanen 
Geweben (Milz, Thymus und Tonsillen) mittels Immunfluoreszenz zu untersuchen. Auch 
die Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren, welche effiziente Endozytosemarker sind, 
sollte untersucht werden. Des Weiteren wurden C-Typ-Lektinrezeptoren, von denen es 
keine kommerziell verfügbaren Antikörper bzw. Hybridomzellen gibt, in einen Vektor 
kloniert, und lösliche Varianten der C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine nach Transfektion in 
eukaryotischen Zellen gewonnen. Spezifisch exprimierte Oberflächenrezeptoren könnten 
in Zukunft zur Antigenbeladung humaner DC-Subpopulationen verwendet werden, um 
damit eine spezifische Immunantwort hervorzurufen. 
Die in vivo Antigenbeladung von DC-Subpopulationen stellt zukunftsweisend eine neue 
Therapiemöglichkeit, insbesondere bei der Behandlung von Tumoren, dar. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Anatomie und Immunologie humanen Gewebes 
2.1.1 Milz 
 
Die Milz ist das größte Blutfilterorgan des Körpers und dient ebenfalls als Blutspeicher-
organ (STEINIGER et al. 2000, MEBIUS und KRAAL 2005). Sie ist umgeben von einer 
Bindegewebskapsel, welche sich in feine Trabekel aufteilt und das Gewebe stützt. 
Weiterhin verfügt die Milz über ein großes Gefäßgeflecht. Eine afferente Arterie teilt sich 
auf in kleinere Arteriolen. Diese durchlaufen das Gewebe und sammeln sich in großen 
venösen Sinusoiden (Abb. 1A). Die Arteriolen werden ummantelt von B-Zellfollikeln und 
einer T-Zellzone, welche zusammen die weiße Pulpa, den lymphatischen Anteil des 
Organs, formen. Die rote Pulpa ist nach den großen sinusoidalen Strukturen benannt und 
wird von der weißen Pulpa durch eine sogenannte Marginalzone getrennt. In der roten 
Pulpa werden alte Erythrozyten von Makrophagen aus dem Blut gefiltert (MEBIUS und 
KRAAL 2005).  
In der Feinstruktur der weißen Pulpa lassen sich Unterschiede vom murinen zum 
humanen System feststellen. Die murine Marginalzone umgibt die B-Zellfollikel sowie die 
dazwischen liegende T-Zellzone vollständig (Abb. 1B). Im humanen System hingegen 
liegt ein B-Zellfollikel im Zentrum und wird von der T-Zellzone und der Marginalzone 
vollständig umkreist (Abb. 1C). Die alles umgebende Zone wird hierbei perifollikuläre 
Zone genannt (MEBIUS und KRAAL 2005). Als Verbindungsstruktur zwischen roter und 
weißer Pulpa findet in der Marginalzone eine ständige Zellwanderung vom Blut in das 
Gewebe und anders herum statt (MEBIUS und KRAAL 2005). 
 






Abb. 1 Anatomie der Milz und Feinstruktur der weiße n Pulpa  
 
A) Eine afferente Arterie teilt sich in feinere Arteriolen auf und wird dabei von der weißen Pulpa (B-
Zellfollikel und T-Zellzone) umgeben. Die Marginalzone trennt weiße von roter Pulpa. Nach der 
Aufteilung in Arteriolen münden diese in ein sinusoidales Venensystem, welches die rote Pulpa 
beschreibt. Die Milz wird außen von einer Bindegewebskapsel umgeben, die sich in Trabekel 
aufteilt. Dargestellt sind die Feinstrukturen von B) muriner und C) humaner weißer Pulpa. B) Im 
murinen System trennt die T-Zellzone die B-Zellfollikel, wobei die Arteriole zentral in dieser 
T-Zellzone liegt. C) In der humanen Milz ist die T-Zellzone sichelförmig um die B-Zellfollikel gelegt 
und umkreist diesen vollständig. Eine Arteriole liegt in der T-Zellzone, die andere befindet sich im 
B-Zellfollikel. Die Zone, die all diese Strukturen umgibt, wird perifollikuläre Zone genannt (MEBIUS 
und KRAAL 2005). 




Der Thymus ist für die Selektion der T-Zellen verantwortlich und bildet sich als lymphati-
sches Organ zu Beginn der Geschlechtsreifung zurück (WELSCH 2004). Er kann durch 
Bindegewebssepten strukturell in Kortex und Medulla unterteilt werden, wobei sich in der 
Medulla die für den Thymus typischen Hassall-Körperchen befinden (HASSALL 1849, 
JANEWAY et al. 2001). T-Lymphozyten wandern als Vorläuferzellen aus dem Knochen-
mark in die Thymusrinde ein. Neben kortikalen Thymusepithelzellen befinden sich im 
Kortex vor allem unreife T-Zellen (Abb. 2). Bei der Wanderung Richtung Medulla werden 
diese einer Positiv- und Negativselektion unterzogen und zum größten Teil eliminiert 
(VON BOEHMER 2009, GALLEGOS und BEVAN 2006). Diese verbleibenden T-Zellen 
sind tolerant gegenüber Selbstantigenen und erkennen fremde Antigene. Über die 
Medulla und angrenzende Blutgefäße wandern die positiv selektionierten T-Zellen in der 




Abb. 2 Zelluläre Organisation des Thymus 
 
Der Thymus kann unterteilt werden in eine kortikale (äußere) und medulläre (innere) Zone, wobei 
die Übergangszone als kortikomedulläre Verbindung bezeichnet wird. Von einer Bindegewebs-
kapsel ausgehend wird das Gewebe mit Trabekeln durchsetzt, und diese mit einem subkapsulärem 
Epithel ausgekleidet. Der Kortex besteht vorwiegend aus unreifen, aus dem Knochenmark 
eingewanderten Thymozyten, kortikalen Epithelzellen und vereinzelten Makrophagen. In der 
Medulla sind um das Hassall-Körperchen vor allem aus dem Knochenmark stammende Makro-
phagen, DCs sowie medulläre Thymusepithelzellen lokalisiert. Modifiziert nach JANEWAY et al. 
(2001). 
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In der Medulla sind neben Hassall-Körperchen und reifen Thymozyten, Makrophagen, 
DCs sowie medulläre Thymusepithelzellen (mTECs) lokalisiert. Aufgrund der Anwesenheit 
von Zelltrümmern und kondensiertem Material (Keratin, Präkeratin) im Inneren der 
Hassall-Körperchen vermutet man einen Zusammenhang mit dem Abbau gealterter bzw. 
apoptotischer Zellen (HASSALL 1849, VON GAUDECKER und SCHMALE 1974, 
WATANABE et al. 2005). Die Produktion mehrerer Zytokine (IL-7, TGF-α, stromal cell 
derived factor SDF-1 sowie TSLP) durch mTECs, welche die Hassall-Körperchen ausklei-




Tonsillen stellen lymphatische Organe des Mundhöhlen- und Rachenbereiches dar und 
werden durch die Einfaltung des Oberflächenepithels von Krypten durchzogen. Entlang 
dieser Krypten befinden sich B-Zellfollikel und eine parafollikuläre T-Zellzone. Tonsillen 
werden von einer Bindegewebskapsel umspannt, welche teilweise zusammen mit den 












Abb. 3 Aufbau der Tonsillen 
 
Tonsillen sind umgeben von einer Bindegewebskapsel, welche von Skelettmuskeln umrahmt wird. 
Die ins Lumen des Rachens ragende Oberfläche der Tonsillen ist von Krypten durchzogen. 
Unterhalb des mit infiltrativen Zellen durchzogenen Epithels ordnen sich B-Zellfollikel neben-
einander an und sind von einer parafollikulären T-Zellzone umgeben. B-Zellfollikel lassen sich je 
nach Reifungsstadium in primäre und sekundäre B-Zellfollikel unterteilen. Modifiziert nach SZAKAL 
(2003). 
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Die B-Zellfollikel lassen sich histologisch je nach Reifungsstadium in Primärfollikel und 
Sekundärfollikel unterteilen. Erstere sind gekennzeichnet durch die Anwesenheit von 
Lymphozyten, welche keinen Antigen-Kontakt hatten. Sekundärfollikel hingegen bein-
halten ein helles Keimzentrum mit Lymphoblasten, DCs und Makrophagen, sowie einer 
hellen Kappe (Corona) von B-Gedächtniszellen (WELSCH 2004, BENNINGHOFF und 
DRENCKHAHN 2002). 
 
2.2 Dendritische Zellen 
 
Dendritische Zellen (DCs) wurden erstmals von Paul Langerhans 1868 in der humanen 
Haut entdeckt. Jedoch wurde ihre tatsächliche Funktion erst 100 Jahre später durch 
Ralph Steinmann beschrieben (STEINMAN et al. 1974). DCs können in lymphoiden und 
nicht-lymphoiden Geweben sowie dem Blut gefunden werden. Die zum angeborenen 
Immunsystem zählenden DCs stellen die am effektivsten arbeitenden Antigen-präsen-
tierenden Zellen (APCs) dar und aktivieren andere Zellen des Immunsystems, 
hauptsächlich jedoch die CD4+ und CD8+ T-Zellen (BANCHEREAU und STEINMAN 
1998). Sie bilden dadurch eine Verbindung vom angeborenen zum adaptiven Immun-
system. 
 
2.2.1 Antigenaufnahme, Reifung und Morphologie 
 
DCs reifen im Knochenmark aus hämatopoetischen CD34+ Stammzellen über die 
Zwischenstufe einer Macrophage and DC precursor Zelle (MDP) heran. Anschließend 
wandern die Vorläuferzellen in die peripheren Organe ein (ARDAVIN et al. 2001, LIU et al. 
2009). Im Gewebe fungieren sogenannte unreife DCs als eine der ersten Barrieren des 
Immunsystems, indem sie Partikel über lange Zytoplasmafortsätze aus ihrer Umgebung 
zu sich heranziehen. Die Partikel werden je nach Größe und Beschaffenheit passiv über 
Makropinozytose oder aktiv über Phagozytose bzw. rezeptorvermittelte Endozytose auf-
genommen (INABA et al. 1998, MELLMAN und STEINMAN 2001). Dabei können die 
Partikel endogenen (apoptotische Partikel, Selbstprotein) oder exogenen (bakterielle oder 
virale Bestandteile) Ursprungs sein (BANCHEREAU und STEINMAN 1998, SHORTMAN 
und LIU 2002). Die rezeptorvermittelte Endozytose erfolgt über Fc-Rezeptoren oder 
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors, PRRs) wie C-Typ-Lektinre-
zeptoren (MEDZHITOV und JANEWAY 2000, AMIGORENA et al. 1992, FIDGOR et al. 
2002, TAKEUCHI und AKIRA 2010). Toll-like Rezeptoren (toll like receptors, TLRs) stellen 
ebenfalls eine wichtige Rezeptorfamilie im Zusammenhang mit der Aktivierung von DCs 
dar (MEDZHITOV und JANEWAY 2000). Die Antigenaufnahme bzw. Erkennung von 
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mikrobiellen oder viralen Bestandteilen wie doppelsträngiger Ribonukleinsäure (RNA), 
Lipopolysacchariden (LPS), Flagellin, Lipoproteinen und DNA mit CpG-Motiven, führt zu 
einer Reifung der DC. Damit verbunden sind morphologische Veränderungen der DCs mit 
gleichzeitig stattfindender Wanderung aus den peripheren in die sekundären lympha-
tischen Organe (STEINMAN et al. 2000). Während dieser Prozesse, werden die auf 
unreifen DCs nur marginal exprimierten Oberflächenmarker und kostimulatorischen Mole-
küle wie CD40, CD80 und CD86 sowie Haupthistokompatibilitätskomplex-Proteine I und II 
(major histocompatibility complex, MHC) auf reifenden DCs hochreguliert. Gleichzeitig 
werden Rezeptoren zur Antigenaufnahme supprimiert und Zytokine (z.B.: IL-10, IL-12, IL-
18, TNFα) sowie Chemokine (z.B.: IL-8, MIP-β und SLC) ausgeschüttet (BANCHEREAU 
et al. 2000, REIS E SOUSA et al. 1997). Reife DCs sind nun in der Lage, T-Zellen zu 
stimulieren und eine Antwort des adaptiven Immunsystems zu initiieren (BANCHEREAU 
und STEINMAN 1998).  
 
2.2.2 Antigenprozessierung und -präsentation 
 
Nach der Antigenaufnahme und während der Wanderung der DCs aus den peripheren in 
die sekundären lymphatischen Organe wird aufgenommenes Antigen prozessiert und 
Peptidfragmente auf der Zelloberfläche als Peptid-MHC-Komplex (pMHC) präsentiert 
(SCHMID et al. 1997, SWANSON und WATTS 1995). Die MHC-Proteine lassen sich in 
zwei Klassen einteilen: MHC-I und MHC-II. MHC-I Moleküle werden von allen kernhal-
tigen Zellen exprimiert und können im Proteasom prozessierte, endogene Pathogene, d.h. 
sowohl intrazelluläre virale, als auch im Zytosol vorhandene Proteine über den pMHC-I-
Komplex präsentieren. Über den ATP-abhängigen TAP 1/2 (transporter associated with 
antigen processing) Antigenpeptid-Transporter gelangen diese weiter ins Endoplasmati-
sche Retikulum (ER). Dort werden sie durch spezifische Peptidasen (endoplasmic 
reticulum aminopeptidase associated with antigen processing, ERAAP) verkürzt und als 
acht bis zehn Aminosäure-große Fragmente auf das MHC-I-Molekül, welches vom 
Chaperon Calnexin dissoziiert und durch β2-Mikroglobulin stabilisiert wird, geladen 
(CRESSWELL et al. 2005). Weiterhin erfolgt der Transport über das Golgi-Netzwerk an 
die Oberfläche der Zellen, wo der pMHC-I-Komplex an die CD8+ zytotoxischen T-Zellen 
(CTLs) präsentiert werden kann (RAMMENSEE et al 1993, ZINKERNAGEL und 
DOHERTY 1979, VILLADANGOS et al. 2007). Letztere eliminieren daraufhin Zellen, 
welche als Pathogen-infiziert erkannt werden.  
Neben der Präsentation endogener Peptide nehmen DCs auch exogene Partikel über 
rezeptorvermittelte Endyzytose, Phagozytose oder Makropinozytose auf, die sie ebenfalls 
über den MHC-I Weg an CTLs präsentieren (BEVAN 1976). Dieser alternative Weg wird 
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„cross-presentation“ (Kreuzpräsentation) genannt und wurde für Antigene vitaler und 
apoptotischer Zellen, für Immunkomplexe und lösliche Antigene bereits nachgewiesen 
(HARSHYNE et al. 2001, DUDZIAK et al. 2007, CRESSWELL et al. 2005, HEATH et al. 
2004, ACKERMAN et al. 2005, ALBERT et al. 1998). Hierbei scheint es zwei unterschied-
liche Wege zu geben: einen TAP-abhängigen sowie einen TAP-unabhängigen Weg. Die 
TAP-abhängige Variante beruht auf einem Phagosom-Zytosol-Transfer, wobei Antigen ins 
Phagosom aufgenommen und ins Zytosol transferiert wird. Dort wird es von Proteasomen 
hydrolysiert, über den TAP-Transporter in das ER transportiert und auf MHC-I Moleküle 
geladen (HEATH et al. 2004, ROCK und SHEN 2005). Der TAP-unabhängige Mecha-
nismus beruht auf der Internalisierung der Antigene in Phagosomen und der Degradier-
ung durch endosomale Proteasen wie Cathepsin S. Die entstandenen Oligopeptide 
werden direkt in ER-Phagosomen an MHC-I Moleküle gebunden und an die Zellober-
fläche transportiert (BANCHEREAU et al. 2000, ROCK und SHEN 2005, MELLMAN und 
CRESSWELL 2010, HEGDE und PLOEGH 2010). Die Kreuzpräsentation ist essentiell zur 
Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz gegenüber körpereigenen Proteinen und kann zur 
Aktivierung der CTLs gegen virusinfizierte und neoplastische Zellen führen (KURTS et al. 
1996, DEN HAAN et al. 2000).  
Aktivierte B-Zellen, DCs, Makrophagen und medulläre Thymusepithelzellen (mTEC) 
exprimieren außerdem MHC-II Moleküle auf ihrer Oberfläche (KOBLE und KYEWSKI 
2009, MELLMAN 1990, VILLADANGOS et al. 2000). MHC-II positive APCs nehmen 
Fremdprotein, vor allem bakterielle Bestandteile, in frühe und späte Endosomen über 
Phagozytose bzw. rezeptorvermittelte Endozytose auf. Thiolgruppen der aufgenommenen 
Proteine werden in Lysosomen durch die Thiolreduktase GILT (Gamma-interferon-
inducible lysosomal thiolreductase) gespalten (BARJAKTAREVIC et al. 2006). Proteo-
lysierte Antigene werden zu MHC-Klasse-II-Kompartimenten, welche viele MHC-II 
Moleküle beinhalten, im ER transportiert (SALLUSTO und LANZAVECCHIA 1994, 
KLEIJMEER et al. 1995, MELLMAN und STEINMAN 2001). Diese MHC-II Moleküle 
werden durch ihre invariante Kette (li) blockiert. Wird li durch Cathepsine wie Cystein-Pro-
teasen oder die Asparagyl Endopeptidase (AEP, Legumain) degradiert, kann das daraus 
entstandene, an MHC-II Moleküle gebundene, class II li peptide (CLIP) durch Antigene 
ersetzt werden (KLEIJMEER et al. 1995). Das Chaperon H2-DM tauscht CLIP gegen das 
10-30 Aminosäuren-große, prozessierte antigene Peptid aus. Abschließend wird das 
Antigen-beladene MHC-II Molekül über Endosomen an die Zelloberfläche gebracht und 
als pMHC-II-Komplex präsentiert (TOWNSEND und BODMER 1989, DELAMARRE et al. 
2005). CD4+ T-Helfer Zellen werden nach dem Erkennen der Immunkomplexe stimuliert, 
differenzieren zu TH1 und TH2 T-Zellen und leiten eine koordinierte Immunantwort ein 
(O’GARRA und ARAI 2000, DUDZIAK et al. 2007, SOARES et al. 2007). 
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Neben der klassischen endozytotischen Aufnahme extrazellulär lokalisierter Pathogene 
sind APCs befähigt intrazelluläre Pathogene via MHC-II zu präsentieren. Dieser zweite 
alternative Antigenpräsentierungsweg wird durch Autophagie vermittelt. Hierbei gibt es 
drei verschiedene Aufnahmewege in Lysosomen: Makroautophagie, Mikroautophagie und 
Chaperon-gesteuerte Autophagie (chaperone-mediated autophagy, CMA) (NIMMERJAHN 
et al. 2003, MÜNZ 2010). 






















Abb. 4 Antigenpräsentation und –prozessierung in DC s 
 
Antigene können in DCs auf verschiedenen Wegen prozessiert und via MHC-I oder II präsentiert 
werden. A) Zytosolisch lokalisierte Antigene werden durch das Proteasom degradiert und per TAP-
Transporter in das Lumen des ER transferiert. Dort werden sie durch Proteasen (ERAAP) in 
kleinere 7-9 Aminosäure (AS)-große Fragmente aufgespalten und mit der Hilfe von Calnexin, 
Calretikulin, ERp57 und Tapsin auf MHC-I Moleküle geladen. Über den Golgi-Apparat wird der 
MHC-Komplex an die Zelloberfläche gebracht und das Antigen via MHC-I an CD8+ CTLs präsen-
tiert. B) Extrazellulär lokalisierte Antigene werden von APCs mittels rezeptorvermittelter Endo-
zytose, Makropinozytose oder Phagozytose aufgenommen und durch den MHC-II-Prozessierungs-
weg an CD4+ T-Helferzellen präsentiert. Daneben können auch intrazelluläre Pathogene via 
Autophagie in Lysosomen aufgenommen werden. Nach Verschmelzung des Phagosoms mit dem 
Lysosom werden Pathogene durch das saure Milieu abgetötet und die Proteinstruktur durch 
lysosomale Enzyme aufgelöst. Thiol-Reduktasen (GILT) sorgen für die Entstehung Antigen-wirk-
samer Peptide. MHC-II-li Moleküle werden aus dem ER über den Golgi-Apparat in MHC-II reiche 
Kompartimente transportiert. Durch Cathepsin S und AEP (Legumain) kann die Blockade der 
invarianten Kette (li) aufgehoben und Antigen-wirksame Peptide auf das MHC-II Molekül geladen 
werden. Cystatin C reguliert diesen Prozess als Antagonist. H2-DM führt zum Austausch des li-
Peptids auf dem MHC-II Moleküle mit dem Antigen, wobei H2-DO diesen Prozess inhibiert. 
Anschließend wird der Komplex an die Zelloberfläche transportiert und den CD4+ T-Zellen präsen-
tiert. C) Die Kreuzpräsentation stellt die endozytotische Aufnahme von Antigenen exogenen 
Ursprungs in DCs und die anschließende Präsentation via MHC-I an CTLs dar. Neueste Erkennt-
nisse gehen davon aus, dass dafür Teile des ER mit dem Phagosom verschmelzen. Durch 
Proteine des ER (Sec61) gelangen Peptidfragmente aus dem ER in das Zytosol und können in die 
Prozessierung über den MHC-I-Weg geschleust werden. Modifiziert nach HEATH und CARBONE 
(2001) und freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau Prof. Dudziak. 
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2.2.3 Funktionen Dendritischer Zellen  
 
DCs besitzen zwei wesentliche Funktionen: einerseits vermitteln sie spezifische Immun-
antworten, andererseits halten sie die periphere und zentrale Toleranz aufrecht 
(BANCHEREAU und STEINMAN 1998, LIU und NUSSENZWEIG 2010, STEINMAN et al. 
2003). Im Thymus stellt die Entwicklung der T-Zellen einen komplizierten Prozess dar, der 
in Abhängigkeit der Interaktion von Thymozyten, Thymusepithelzellen und DCs stattfindet 
(VON BOEHMER 2009). Zur Erzeugung zentraler Toleranz nehmen DCs im Thymus 
gewebespezifische Antigene auf, präsentieren diese an T-Zellen und eliminieren auto-
reaktive Thymozyten (GALLEGOS und BEVAN 2006). Der Prozess der Negativselektion 
führt somit zur Toleranz gegen Selbstantigene. T-Zellen, die einen niedrig affinen T-Zell-
Rezeptor (TCR) exprimieren, oder die spezifisch sind für Antigene, welche nicht im 
Thymus präsentiert werden, können der Negativselektion entkommen (BOUNEAUD et al. 
2000, ANDERTON et al. 2001, YIN et al. 2011). Somit ist es nötig, auch in der Peripherie 
eine Toleranz aufzubauen, um Autoimmunprozessen im adaptiven Immunsystem entge-
genzuwirken. Hierfür stehen verschiedene Mechanismen zur Verfügung. Neben der Auf-
nahme mikrobieller Bestandteile sind unreife DCs auch in der Lage unter nicht-inflamma-
torischen Bedingungen („steady state“) abgestorbene körpereigene Zellen und Selbst-
proteine aus der Umgebung endozytotisch aufzunehmen und im MHC-Kontext zu präsen-
tieren (STEINMAN und NUSSENZWEIG 2002, LUTZ und SCHULER 2002). Da die DCs 
bei der Aufnahme von Selbstantigenen nicht bzw. nur marginal zu reifen beginnen, erfolgt 
die Antigenpräsentation im Kontext einer geringen Anzahl kostimulatorischer Moleküle 
(LUTZ und SCHULER 2002). T-Zellen, die der Negativselektion im Thymus entkommen 
sind und Antigen im nicht-inflammatorischen Kontext erkennen, werden entweder deletiert 
oder in Anergie getrieben (STEINMAN et al. 2003). Man nimmt an, dass dieser Prozess 
durch regulatorische T-Zellen (Tregs) beeinflusst wird (YAMAZAKI et al. 2007, STEIN-
MAN und NUSSENZWEIG 2002, LUTZ und KURTS 2009, STEINMAN et al 2003).  
Neben der Induktion von Toleranz ist eine gerichtete Immunantwort essentiell zur Ausbil-
dung eines funktionierenden Immunsystems. Im Gegensatz zu unreifen DCs sind reife 
DCs dann in der Lage T-Zellen zu stimulieren, wenn sie Antigene an der Zelloberfläche im 
MHC-Kontext zusammen mit kostimulatorischen Signalen präsentieren. Anschließend 
können sich die naiven T-Zellen, je nach Zytokinmilieu, in TH1, TH2, TH9 oder TH17 T-Zell 
Subpopulationen differenzieren (O’GARRA 1998, MOSER und MURPHY 2000, KALINSKI 
und MOSER 2005, YAMAZAKI et al. 2007, VELDHOEN et al. 2008, SALLUSTO und 
LANZAVECCHIA 2010). Durch die Anwesenheit reifer DCs und produziertem Inter-
leukin-12 (IL-12) resultieren Interferon (IFN)-γ und Lymphotoxin-produzierende TH1 
T-Zellen. Diese führen zu einer zellvermittelten Immunantwort und bekämpfen vor allem 
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intrazelluläre Pathogene (virale, mikrobielle und tumorassoziierte) (MOSMANN et al. 
1986, O’GARRA 1998, SALLUSTO und LANZAVECCHIA 2009). Im Kontext mit IL-4 
entwickeln sich T-Zellen zu TH2 T-Zellen, welche IL-4 und IL-5 sekretieren 
(BANCHEREAU und STEINMAN 1998). Diese leiten eine humorale Immunantwort ein, 
indem sie durch die Produktion von IL-4 und IL-5 zur Aktivierung von B-Zellen und somit 
einer gesteigerten Antikörperproduktion führen (BANCHEREAU und STEINMAN 1998, 
ZHU und PAUL 2010). Ebenso schützen TH2 T-Zellen durch die Stimulierung eosinophiler 
Granulozyten vor Helminthen (YAMAZAKI et al. 2007). Eine Differenzierung in TH17 
T-Zellen erfolgt nach der Produktion von IL-1β, IL-6 und IL-23 durch DCs und Makro-
phagen. TH17 T-Zellen schützen durch die Produktion von IL-17 vor extrazellulären Infek-
tionen (fungal und bakteriell) (KOLLS und LINDEN 2004, YAMAZAKI et al. 2007, 
SALLUSTO und LANZIAVECCHIA 2010). Durch die Stimulation von TH2 T-Zellen mit dem 
transforming growth factor (TGF)-β, können diese in TH9 T-Zellen transformiert werden 
(VELDHOEN et al. 2008). Diese Subpopulation produziert große Mengen an IL-9, wirkt 
proinflammatorisch und trägt somit zur Entwicklung von Allergien bei (DARDALHON et al. 
2008, XING et al 2011). CD4+ T-Zellen können sich auch zu Tregs entwickeln, welche 
eine supprimierende Wirkung auf das Immunsystem haben (YAMAZAKI et al. 2007). DCs 
selbst können Zytokin- und Chemokinproduktion induzieren oder diese ausschütten 
(IL-12, Typ I und II Interferon). Somit werden mehr Zellen, z.B. B-, T-Zellen und Natürliche 
Killer-Zellen (NK-Zellen), an den Ort der Immunantwort rekrutiert (MELLMAN und STEIN-
MAN 2001). Die reife DC exprimiert zehn-100mal mehr MHC-Komplexe bzw. MHC-Mole-
küle an der Zelloberfläche als andere APCs und ist dadurch befähigt, 100 bis 3.000 unter-
schiedliche Antigen-spezifische T-Zellen zu aktivieren (BANCHEREAU und STEINMAN 
1998, INABA et al. 1997, BHARDWAJ et al. 1993, YEWDELL und LEV 2007). 
Neben den professionellen APCs können auch nicht-professionelle APCs epithelialen 
oder parenchymalen Ursprungs, wie Keratinozyten oder Hepatozyten, durch eine 
Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen (IFN-γ oder TNF (Tumor Nekrosefaktor)-
α) MHC-II exprimieren und als APCs fungieren (TAKAGI et al. 2006, AUBÖCK et al. 1986, 
NAGAFUCHI und SCHEUER 1986). 
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2.2.4 DC-Subpopulationen in der Maus 
 
DCs stellen eine sehr heterogene Population dar und unterscheiden sich in vielen 
Eigenschaften wie exprimierte Oberflächenantigene, Ursprung und Funktion (SHORT-
MAN und LIU 2002, MERAD und MANZ 2009, ZABA et al. 2008, MEDZHITOV und 
JANEWAY 2000). Grundsätzlich können mindestens elf verschiedene Populationen 
aufgrund ihres Oberflächenphänotyps in den lymphoiden und nicht-lymphoiden Organen 
definiert werden.  
In der murinen Milz kommen insgesamt drei Hauptpopulationen vor: CD11c+CD8+, 
CD11c+CD8- und CD11c+B220+ DCs. Die hauptsächlich in der T-Zellzone lokalisierten 
sogenannten „lymphoiden“ DCs sind durch die Expression von CD8, CD11c und dem 
C-Typ-Lektinrezeptor DEC205 (CD11c+CD8+DEC205+) charakterisiert. Man geht davon 
aus, dass CD11c+CD8+ DCs eine wichtige Rolle bei der Abwehr viraler Infektionen 
spielen, da sie die bislang einzigen beschrieben Zellen sind, die Antigene effizient über 
Kreuzpräsentation (MHC-I) an CD8+ T-Zellen bereitstellen können (DUDZIAK et al. 2007, 
BEVAN 1976, DEN HAAN et al. 2000). Diskutiert wird ebenfalls die Funktion eingewan-
derter, aus Monozyten gereifter DC-SIGN (dendritic cell specific ICAM-3 grabbing non-
integrin)-positiver DCs, Antigene kreuzpräsentieren zu können (CHEONG et al. 2010). Die 
zweite sogenannte „myeloide“ Subpopulation ist positiv für CD11c und den C-Typ-
Lektinrezeptor dendritic cell inhibitory receptor 2 (DCIR2), jedoch negativ für CD8 
(CD11c+CD8-DCIR2+). Diese sind in der roten Pulpa bzw. in der sogenannten „Bridging 
Area“ (Marginalzone) lokalisiert (DUDZIAK et al. 2007, IDOYAGA et al. 2009). 
CD11c+CD8- DCs sind effizienter in der Prozessierung und Präsentation von Antigenen 
über MHC-II (DUDZIAK et al. 2007, BEVAN 2006, SHORTMAN und HEATH 2010). Sie 
können anhand des Markers CD4 weiter in CD11c+CD8-CD4+ und CD11c+CD8-CD4- 
Subpopulationen unterteilt werden (MARTIN et al. 2000, HOCHREIN et al. 2001, 
SHORTMAN und LIU 2002, VREMEC et al. 2000). Ursprünglich ging man davon aus, 
dass CD11c+CD8+DEC205+ Zellen von lymphoiden und CD11c+CD8-DCIR2+ Zellen von 
myeloiden Vorläuferzellen abstammen (WU et al. 1996, GUERRIERO et al. 2000). Durch 
aufwändige Transferexperimente wurde dies in letzter Zeit jedoch weitestgehend 
widerlegt. Im Allgemeinen geht man heute von einem myeloiden Ursprung der meisten 
DCs aus (LIU et al. 2009, MANZ et al. 2001). Die dritte Hauptpopulation stellen die 
plasmazytoiden DCs (pDCs) dar, welche CD11c, B220, PDCA-1, Siglec-H und GR-1 als 
Oberflächenmarker exprimieren (NAKANO et al. 2001, BLASIUS et al. 2006, BLASIUS et 
al. 2004). Sie kommen in allen lymphoiden Organen vor und scheinen unter anderem 
aufgrund ihrer Fähigkeit, regulatorische T-Zellen induzieren zu können, eine noch nicht 
ganz geklärte Rolle in der Aufrechterhaltung peripherer Toleranz zu spielen (MARTIN et 
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al. 2002, GEHRIE et al. 2011). Nach Kontakt mit mikrobiellen Proteinen produzieren pDCs 
große Mengen an Typ I IFN in Form von IFN-α und IFN-β (ASSELIN-PATUREL et al. 
2001, SHORTMAN und LIU 2002, LIU 2005).  
CD11c+CD8+ und CD11c+CD8- DC können auch in anderen lymphoiden Organen wie 
Thymus, Milz, Peyer-Platten, Leber und Lymphknoten gefunden werden (VREMEC et al. 
1992). Die DCs im Lymphknoten können in residente und migratorische DCs unterschie-
den werden. Residente DCs stammen von Blutvorläuferzellen ab und entsprechen den 
zwei Hauptpopulationen der murinen Milz. Die migrierenden DCs können anhand der 
Expression von CD11cintCD8int und MHC-IIhigh definiert werden. Migratorischen DCs ist es 
möglich, zu CD11c+CD8+ residenten DCs im Lymphknoten zu differenzieren. In Leber, 
Darm und Lunge können die als CD103+CD8+ definierten Zellen mit den 
CD11c+CD8+CD205+ Zellen der Milz gleichgesetzt werden (GINHOUX et al. 2009, 
EDELSON et al. 2010). 
In der murinen Haut können mindestens fünf verschiedene CD11c+ DC-Populationen 
gefunden werden (KISSENPFENNIG et al. 2005, ASSELIN-PATUREL et al. 2003). Dabei 
werden Langerhans Zellen (LCs), dermale Dendritische Zellen (DDCs) und pDCs 
unterschieden (ASSLEIN-PATUREL et al. 2003). Diese drei Subpopulationen sind in der 
Lage, als migratorische DCs in den drainierenden Lymphknoten einzuwandern (CROZAT 
et al. 2010, HENRI et al. 2001). DDCs können weiterhin aufgrund der Expression des 
C-Typ-Lektinrezeptors Langerin (CD207) in zwei Subpopulationen eingeteilt werden: 
CD207-CD103+CD11blow  und CD207+CD103-CD11bhigh Zellen (MERAD und MANZ 2009, 
CROZAT et al. 2010). Neben LCs und DDCs kommen migratorische HLA-DR+CD207+ 
LCs in der Dermis vor (GINHOUX et al. 2010). Nach neuesten Erkenntnissen stammen 
CD8-CD207+ Zellen im drainierenden Lymphknoten nicht nur von diesen migratorischen 
LCs, sondern direkt aus dem Knochenmark ab (GINHOUX et al. 2010).  
 
2.2.5 DC-Subpopulationen im Menschen 
 
Das meiste Wissen über humane DC stammt von in der Zellkultur aus Monozyten 
differenzierten DCs (MoDCs). In humanem peripherem Blut machen DCs weniger als 1% 
aller zirkulierenden Blutzellen aus. Sie können durch die Expression von MHC-II (human 
leukocyte antigen, HLA-DR) und die Abwesenheit der Marker, die von B-, T- und NK-
Zellen exprimiert werden (CD19, CD56, CD3 und CD20), als Lineage negativ (Lin-) 
definiert werden (MACDONALD et al. 2002). Zur weiteren Einteilung der DCs kann der 
Marker CD11c verwendet werden. Im Gegensatz zu pDCs in der Maus exprimieren 
humane pDCs kein oder wenig CD11c (DZIONEK et al. 2000). Neben der Abwesenheit 
von CD11c werden pDCs durch die Expression der Marker CD123, BDCA2 (Blood 
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derived dendritic cell antigen 2, oder CD303) und BDCA4 (CD304) definiert. Humane 
CD11c+ Zellen werden als myeloide DCs (mDCs) bezeichnet. Diese können weiterhin 
unterteilt werden in BDCA1+ (CD1c+) und CD11c+ mDC-1 DCs sowie BDCA3+ (CD141+) 
und CD11clow mDC-2 DCs (DZIONEK et al. 2000, JONGBLOED et al. 2010, BACHEM et 
al. 2010, POULIN et al. 2010). Neben den bereits gut charakterisierten DCs des humanen 





















• LIN- : CD3, CD19, CD20, CD56 negativ
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Abb.5 DC-Subpopulationen im humanen peripheren Blut  
 
Dargestellt sind die im Blut vorhandenen HLA-DR+ DC-Subpopulationen des Menschen. Die 
myeloiden Zelllinien differenzieren sich in mDC-1 DCs (CD11c+BDCA1+BDCA3lowCD123low) und 
mDC-2 DCs (CD11clowBDCA3+BDCA1-CD123-). Plasmazytoide pDCs exprimieren CD123, BDCA2, 
BDCA4 und sind negativ für die Oberflächenmarker CD11c, BDCA1 und BDCA3. Die Abbildung 
wurde nach MACDONALD et al. (2001) und DZIONEK et al. (2000) angefertigt und von Frau Prof. 
Dudziak zur Verfügung gestellt. 
 
In der Lunge sind mDC-1 DCs (BDCA1+, HLADR+), mDC-2 DCs (BDCA3+, HLADR+) und 
pDCs (CD123+, BDCA2+) wiederzufinden. Pulmonale mDCs exprimieren im Vergleich zu 
pulmonalen pDCs eine größere Anzahl kostimulatorischer Moleküle wie CD40, CD80, 
CD86 und CD54. Pulmonale pDCs hingegen sind in der Lunge für die Koordination 
tolerogener Immunantworten zuständig (DEMEDTS et al. 2005, MASTEN et al. 2006). 
Die Anwesenheit von mDC-1 DCs und mDC-2 DCs in der Haut wurde vor allem in der 
Epidermis beschrieben. Eine Lokalisation von pDCs und mDC-1 DCs wurde in der Dermis 
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festgestellt (ZABA et al. 2008, NARBUTT et al. 2006, BANGERT et al. 2003). In der Haut 
sind LCs in der Epidermis lokalisiert und treten in engen Kontakt mit Keratinozyten (ZABA 
et al. 2008). Sie werden als separater Subtyp beschrieben, da sie einzigartige Marker wie 
CD1a, Langerin (CD207) und die Anwesenheit von Birbeck Granula aufweisen 
(VALLADEAU et al. 2000, LENZ et al. 1993, SHORTMAN und LIU 2002). Diese „tennis-
schläger-förmigen“ zytoplasmatischen Strukturen sind einzigartig für LCs. Sie wurden in 
ähnlicher Ausprägung auch in vaskulären DCs gefunden und sollen für die Antigen-
präsentation der LCs und Virusdegradation relevant sein (BOBRYSHEV et al. 1997, 
ROMANI et al. 2010, DE JONG und GEIJTENBEEK 2010).  
In der humanen Milz wurde die Lokalisation der pDCs (BDCA2+CD123+) in der Marginal- 
bzw. periarteriolären Zone beschrieben. Diese produzieren, wie ihre murinen Verwandten, 
IFN-α bzw. IFN–β als Antwort auf mikrobielle Stimuli (NASCIMBENI et al. 2009). Die 
Anwesenheit von nicht genauer definierten mDCs (CD11c+ bzw. CD11c+CD205+)  wurde 
in der Marginalzone, am Übergang von weißer zu roter Pulpa, sowie der T-Zell- und B-
Zellzone festgestellt (MCILROY et al. 2001, PACK et al. 2008).  
DCs im Thymus sind vor allem in der Medulla bzw. in der Übergangszone von Medulla 
und Kortex lokalisiert (WU und SHORTMAN 2005). Durch die Produktion von IFN-α, –β 
und die fehlende Expression von CD11c können auch thymische pDCs, vereinzelt im 
Kortex, definiert werden. (BENDRISS-VERMARE et al. 2001). Die konventionellen 
CD11c- und CD4-exprimierenden mDCs werden anhand von CD11b in zwei Subpopula-
tionen unterteilt. Die zahlenmäßig größere Population sind thymische CD11b- mDCs, 
welche mehr ko-stimulatorische Marker wie CD86 exprimieren, als die kleinere 
Populationen der CD11b+ mDCs (VANDENABEELE et al. 2001, WU und SHORTMAN 
2005). Epithelzellen der Hassall-Körperchen sekretieren Thymic stromal lymphopoetin 
(TSLP), welches migratorische CD11c+ DCs zur vermehrten Expression kostimulatori-
scher Moleküle veranlasst (WATANABE et al. 2004, HANABUCHI et al. 2010). 
Auch in Tonsillen wurden die drei bekannten DC-Subpopulationen mDC-1 DCs 
(CD11c+BDCA1+), mDC-2 DCs (CD11clowBDCA3+) und pDCs (CD11c-BDCA2+) identifi-
ziert (JONGBLOED et al. 2010, SUMMERS et al. 2001, LINDSTEDT et al. 2005).  
Im humanen Lymphknoten konnten bisher nur BDCA3+Clec9a+ mDC-2 DCs im Para-
kortex, direkt unter der Bindegewebskapsel, definiert werden (JONGBLOED et al. 2010).  
 




C-Typ-Lektinrezeptoren gehören zur Familie der Mustererkennungsrezeptoren (PRRs), da 
sie bestimmte Muster (Pathogen associated molecular patterns, PAMP) von Pathogenen 
erkennen. Dazu zählen Zuckerreste, die an der Oberfläche von Bakterien und Viren 
vorkommen (GEJITENBEEK et al. 2004, DRICKAMER 1999, FIDGOR et al. 2002). 
Pathogene werden über ihre Zuckerreste an C-Typ-Lektinrezeptoren gebunden und 
anschließend zusammen mit dem Rezeptor internalisiert. Nach der Aufnahme werden die 
Pathogene prozessiert und daraus resultierende Peptidfragmente über MHC-Moleküle 
den T-Zellen präsentiert. C-Typ-Lektinrezeptoren bestehen aus zwei antiparallel angeord-
neten, membrangebunden β-Strängen und zwei α-Helices (FIDGOR et al. 2002). Sie 
werden in Typ I und Typ II C-Typ-Lektinrezeptoren unterschieden (Abb. 6). 
Typ I C-Typ-Lektinrezeptoren sind durch acht bis zehn Kohlenhydraterkennungsdomänen 
(carbohydrate recognition domain, CRD) und einem intrazellulär lokalisierten C-Terminus 
charakterisiert (KANAZAWA et al. 2003, FIDGOR et al. 2002). Zu dieser Familie zählt der 
Makrophagen Mannose Rezeptor (MMR, CD206) mit acht Kohlenhydraterkennungs-
domänen, einer cysteinreichen N-terminalen Region sowie Fibronektin Typ II Wiederho-
lungen, welche für Zell-Zell-Interaktionen verantwortlich sind. Zur gleichen Gruppe gehört 
ebenfalls der DEC205-Rezeptor (CD205) mit zehn Kohlenhydraterkennungsdomänen, 
einer cysteinreichen N-terminalen Region sowie Fibronektin Typ II Wiederholungen 
(FIDGOR et al. 2002). Typ II C-Typ-Lektinrezeptoren hingegen besitzen einen extrazellu-
lären C-Terminus, eine lange Hinge-Domäne (Gelenkregion) und nur eine einzige hoch-
konservierte Kohlenhydraterkennungsdomäne. Diese CRD ist wie bei den Typ I C-Typ-
Lektinrezeptoren für die kalziumabhängige Antigenbindung zuständig. Mitglieder dieser 
Familie sind DC-SIGN, DCIR (ClecSF-6), Langerin (CD207), CLEC-1, Dectin-1 und 
Dectin-2 (DC associated C-typ lectins 1 and 2) sowie DLEC (DC Lectin) (FIDGOR et al. 
2002). Sowohl Typ I als auch Typ II C-Typ-Lektinrezeptoren weisen intrazellulär eine 
Tyrosin-reiche Region auf, die für die Internalisierung in Clathrin-beschichtete Vesikel 
verantwortlich ist (FIDGOR et al. 2002). 
Als hocheffiziente Internalisierungsrezeptoren eignen sie sich für die in vivo Antigenbela-
dung von DCs mit bestimmten Antigenen, wenn sie einzig und allein auf DCs exprimiert 
werden. Die Anwesenheit von hClec9a als neuer C-Typ-Lektinrezeptor, wurde im huma-
nen Blut auf mDC-2 DCs (CD11clowBDCA3+) und in der Maus auf CD11c+CD8+ DCs der 
Milz beschrieben (SANCHO et al. 2008, CAMINSCHI et al. 2008). Im Vergleich zur einzig-
artigen Expression des Rezeptors DEC205 auf einer DC-Subpopulation in der Maus, ist 
dieser sowohl auf humanen thymischen DCs als auch auf Thymozyten, T-Zellen und 
B-Zellen exprimiert (INABA et al. 1995, GUO et al. 2000, CAMINSCHI et al. 2009). DC-
SIGN und DEC205 werden von DDCs in der humanen Haut exprimiert, wobei auf LCs 
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wenig DEC205 und viel Langerin detektiert werden konnte (TACKEN et al. 2005, EBNER 
et al. 2004). Die Anwesenheit von DC-SIGN wurde ebenso in humanen lymphatischen 
Geweben und Schleimhautoberflächen auf DCs begrenzt. DC-SIGN ist außerdem auf 
professionellen Makrophagen in Lunge und Plazenta vorhanden, und kann neben seiner 
Bindung einer Vielzahl von Pathogenen, wie beispielsweise HIV (Humanes Immun-
defizienz-Virus), auch an ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) binden (VAN 
KOOYK und GEIJTENBEEK 2003, GEIJTENBEEK et al. 2000, TACKEN et al. 2005). 
MMR ist auf gewebespezifischen Makrophagen, lymphatischen und hepatischen 
Endothelzellen verbreitet (HE et al. 2007, GUO et al. 2000). Über die Verteilung von 
hDectin-1 und -2 sowie DLEC auf humanen DCs ist bisher noch nichts bekannt. 
 
Abb.6 C-Typ-Lektinrezeptoren  
 
C-Typ-Lektinrezeptoren oder Rezeptor-ähnliche Moleküle werden von DCs und LCs produziert. 
Typ I C-Typ-Lektinrezeptoren umfassen DEC205 und MMR und besitzen aminoterminale 
cysteinreiche Wiederholungen (S-S), 8-10 Kohlenhydraterkennungsdomänen (CRD) und eine 
Fibronektin-Domäne mit Typ II Wiederholungen (FN). Typ II C-Typ-Lektinrezeptoren haben nur 
eine CRD am carboxyterminalen Ende der extrazellulären Domäne. Der zytoplasmatische 
Abschnitt der C-Typ-Lektinrezeptoren ist sehr unterschiedlich und weist konservierte Motive auf, 
welche für die Antigenpräsentation entscheidend sind (FIDGOR et al. 2002).  
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2.4 Antigenbeladung mittels rekombinanter Antikörper 
 
Da sie die potentesten APCs sind, stellen DCs vielversprechende Ziele für eine 
Manipulation des Immunsystems dar (STEINMAN und BANCHEREAU 2007, 
BANCHEREAU und STEINMAN 1998, STEINMAN 2010). Nicht nur zur Induktion 
protektiver Immunantworten bei Krebspatienten, sondern auch zur Entwicklung neuer 
Impfstoffe gegen HIV und Malaria könnten DCs für therapeutische Ansätze in Zukunft 
hilfreich sein. Zur Heilung von Autoimmunkrankheiten oder Verhinderung von Transplan-
tatabstoßungen würde sich eine DC-vermittelte Antigen-spezifische Therapie besser 
eignen, als die bisher praktizierte Antigen-unabhängige Immunsuppression des gesamten 
Immunsystems (STEINMAN et al. 2003, STEINMAN und NUSSENZWEIG 2002). Um 
dieses Ziel zu erreichen, wäre es nötig, DCs mit einem bestimmten Antigen zu beladen 
und in vivo eine spezifische Immunreaktion gegen dieses eine Antigen hervorzurufen. 
 
HAWIGER et al. verwendeten 2001 einen Antikörper, der gegen den murinen C-Typ-
Lektin- und Endozytoserezeptor DEC205 (CD205) (Klon: NLDC145) auf CD11c+CD8+ 
DCs gerichtet ist (HAWIGER et al. 2001, MAHNKE et al. 2000). An den Antikörper wurde 
hen egg lysozym (HEL) als Fremdantigen gekoppelt (α-DEC-HEL). Die Verabreichung 
von α-DEC-HEL konnte eine vorübergehende Proliferation Antigen-spezifischer T-Zellen 
hervorrufen. Nach erneuter Stimulation mit dem Antikörper kam es zur Deletion bzw. 
Anergie der T-Zellen, was der Entwicklung einer peripheren Toleranz entspricht. Die Ver-
abreichung von α-DEC-HEL zusammen mit einem proinflammatorisch wirkenden α-CD40-
Antikörper resultierte hingegen in einer geringen Proliferation von CD4+ T-Zellen 
(HAWIGER et al. 2001). Eine andere Möglichkeit bestand in der Kopplung des 
Antikörpers mit Ovalbumin (OVA) (BONIFAZ et al. 2002). Hierbei konnte ebenfalls fest-
gestellt werden, dass die Verabreichung von α-DEC-OVA unter „steady state“ Bedingung-
en zu einer T-Zellproliferation und bei Restimulation zu Anergie bzw. Toleranz der 
T-Zellen führt. Einer Injektion zusammen mit α-CD40-Antikörper folgte unter diesen pro-
inflammatorischen Bedingungen eine Präsentation des internalisierten Antigens via 
DEC205 im MHC-I Kontext und somit zu eine spezifische CD8+ T-Zellantwort (BONIFAZ 
et al. 2002). 
Auch die zweite große DC-Subpopulation (CD11c+CD8-) der murinen Milz kann mit einem 
spezifischen Antikörper angesprochen werden. DUDZIAK et al. zeigten 2007, dass der 
Antikörper 33D1 eine spezifische Immunantwort hervorruft und an den dendritic cell 
immunoreceptor 2 (DCIR2) bindet (DUDZIAK et al. 2007). Dieser gehört ebenfalls zur 
Familie der C-Typ-Lektinrezeptoren und wird von murinen CD11c+CD8-DCIR2+ DCs 
exprimiert (KANAZAWA et al. 2002, DUDZIAK et al. 2007). Zu dieser murinen Rezeptor-
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familie zählen auch DCIR1 (ClecSF6), DCIR2, DCIR3 und DCIR4, wobei DCIR1 und 2 
potentiell inhibitorische Signale über das immunoreceptor tyrosin based inhibitory motif 
(ITIM) weitergeben (FLORNES et al 2004, KANAZAWA et al 2003). 
Zur Initiierung bestimmter Immunantworten wurde neben dem DEC205-Antikörper auch 
der Antikörper 33D1 kloniert und rekombinant exprimiert (DUDZIAK et al. 2007). Beide 
Antikörper wurden so modifiziert, dass sie nicht an Fc-Rezeptoren binden konnten. 
Zudem wurden an die schweren Ketten der Antikörper verschiedene Antigene wie OVA, 
Leishmania-Antigen (LACK) oder Yersinia pestis Anitgen (LcrV) genetisch gekoppelt 
(DUDZIAK et al. 2007, YAMAZAKI et al. 2008, SOARES et al. 2007, KAMPHORST et al. 
2010; DO et al. 2010, LINDQUIST et al. 2004, SHAKHAR et al. 2005). Beide Antikörper 
wurden für die in vivo Antigenbeladung muriner Milz-DCs (CD11c+CD8-DCIR2+ und 
CD11c+CD8+DEC205+) eingesetzt (Abb. 7). Nach Injektion der Antikörper wurden die DCs 
gereinigt und im Falle von OVA mit CD8 positiven OT-I bzw. CD4 positiven OT-II trans-
genen T-Zellen kokultiviert. Angereicherte DCs aus Tieren, die zuvor mit DEC205-OVA 
beladen wurden, zeigten eine vermehrte CD8 positive OT-I und nur gering positive CD4 
OT-II T-Zellantwort. Die Antigenbeladung mittels des 33D1-OVA Antikörper an 
CD11c+CD8-DCIR2+ DCs hatte hingegen eine hohe CD4 positive OT-II Antwort zur Folge, 
da OVA-Peptide im MHC-II Kontext präsentiert wurden (DUDZIAK et al. 2007, 
KAMPHORST et al. 2010). In vivo kam es bei Antigenbeladung von CD11c+CD8+ oder 
CD11c+CD8- DCs unter „steady state“ Bedingungen nach neun Tagen zu einer 
Toleranzreaktion. Dies resultiert aus der Deletion der T-Zellen und fehlender T-Zell-
reaktion auf erneute Stimulation mit OVA-beladenen DCs und damit der Induktion regula-
torischer T-Zellen (DUDZIAK et al. 2007, YAMAZAKI et al., 2008). Wurden die Antikörper 
α-DEC-OVA und 33D1-OVA jeweils zusammen mit α-CD40 verabreicht, kam es zu einer 
Vervielfachung der T-Zellproliferation und damit entweder zu einer CD8+ zytotoxischen 
(DEC205) oder CD4+ T-Helfer (33D1) T-Zellantwort (DUDZIAK et al. 2007). Mit diesen 
Experimenten konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Antigenbeladung 
bestimmter DC-Subpopulationen in vivo möglich ist und verschiedene T-Zellantworten 
durch unterschiedliche DC-Subpopulationen induziert werden.  














Abb.7 Murine DC-Subpopulationen und T-Zellantworten  nach Antigenbeladung in vivo 
 
Dargestellt ist eine Immunfluoreszenzaufnahme der murinen Milz von Fms-like tyrosine kinase 
(Flt3L)-behandelten C57BL/6 Mäusen (Daten nicht veröffentlicht, links), gefärbt mit α-DEC205-
A647, 33D1-bio/SA-Cy3 (α-DCIR2-bio/SA-Cy3) und α-CD3-A488. Die CD11c+CD8+DEC205+ DCs 
sind in der T-Zellzone und CD11c+CD8–DCIR2+ DCs vor allem in der Marginalzone lokalisiert 
(links). Der DEC205-OVA Antikörper bindet an CD11c+CD8+ DCs und der 33D1-OVA Antikörper an 
CD11c+CD8- DCs (rechts). Nach der in vivo Antigenbeladung von CD11c+CD8+ DCs mit 
α-DEC205-OVA Antikörpern, wird eine CD8+ T-Zellantwort induziert (rechts, oben). Bei Einsatz des 
33D1-OVA Antikörpers, der an CD11c+CD8- DCs bindet, ist eine CD4+ T-Zellantwort (rechts, 
unten) die Folge. Diese Abbildung wurde noch nicht publiziert und von Frau Prof. Dudziak zur 
Verfügung gestellt. 
 
Durch fluorescence activated cell sorting (FACS)-Analysen und Immunfluoreszenz-
aufnahmen konnte die Expression von Langerin (CD207) auf murinen 
CD11c+CD8+DEC205+ DCs in der Milz nachgewiesen werden (IDOYAGA et al. 2009). Auf 
diesen Zellen wird ebenfalls Clec9a exprimiert (SANCHO et al. 2008, CAMINSCHI et al. 
2008). Die Gabe eines Clec9a-Antikörpers ohne zusätzliche Stimulanzien in vivo 
induzierte eine starke T-Zellantwort. Dabei wurden sowohl CD8+ als auch CD4+ T-Zellen 
aktiviert (CAMINSCHI et al. 2008). Eine vergleichende Antigenbeladung von CD11c+CD8+ 
und CD11c+CD8- DCs unter stimulatorischen Bedingungen mit dem gag-p24 (HIV-
Proteinfragment)-gekoppelten α-Langerin, α-Clec9a und α-DEC205 bzw. α-DCIR2, führte 
nach Applikation zu einer vergleichbaren CD8+ sowie CD4+ T-Zellantwort (IDOYAGA et al. 
2011). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
Alle für diese Doktorarbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Gebrauchswaren und 
Geräte wurden von den hier aufgelisteten Firmen bezogen:  
 
BioRad Laboratories GmbH (München); Becton Dickson (Franklin-Lakes, USA); Carl Roth 
GmbH & Co.KG (Karlsruhe); Eppendorf (Wesseling-Berzdorf); Greiner Bio-One AG 
(Frickenhausen); Gibco-Invitrogen Corporation (Karlsruhe); Merck KGaA (Darmstadt); 
New England Biolabs GmbH (Schwalbach i. Taunus); Peqlab Biotechnologie GmbH 
(Erlangen); Roche Molecular Biochemicals GmbH (Mannheim); Serva Electrophoresis 
GmbH (Heidelberg); Sigma-Aldrich (Steinheim).  
Zellkulturmaterialien wurden als sterile Einmalartikel erworben. Eingesetzte Medien und 
Lösungen wurden, falls nicht steril vom Hersteller erworben, für 20min bei 121°C und 1bar 
autoklaviert oder mithilfe eines 0,22µm großen Filters sterilfiltriert. Alle verwendeten 
Chemikalien entsprachen mindestens dem Reinheitsgrad „reinst“. 
 
3.1.2 Standardlösungen, Puffer und Medien 
 
Zur Herstellung von Puffer, Lösungen und Medien wurde doppelt deionisiertes Wasser 
(ddH2O) aus der Deionisationsanlage Milli-Q Advantage A10 (Milipore, Eschenbach) mit 
einem spezifischen Widerstand von 18,2MΩ/cm3 verwendet. Antikörper sowie spezielle 
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3.1.3 Antikörper gegen humane Antigene 
 
Antikörper, welche in der Immunfluoreszenz humaner Gewebe verwendet wurden, sind in 
den nachfolgenden Tabellen zusammengefasst (Tab. 1, 2, 3). α-hDCIR wurde freundlich-
erweise von Gordon Heidkamp (Doktorand der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dudziak) zur 
Verfügung gestellt. 
 
Tab. 1: Antikörper gegen humane Oberflächenantigene 
























































































Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG2b, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG1, κ 
Maus IgG2b, κ 
Maus IgG 
Maus IgG2a, κ 
Maus IgG2a, κ 




































































Maus IgG2a ,κ 








Tab. 2: Isotyp-Kontrollantikörper 
Antikörper Konjugat Typ Konz. Firma 











Tab. 3: Sekundärantikörper 
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3.1.4 Oligonukleotide zur Klonierung und Sequenzierung 
 
Dargestellt sind Oligonukleotide, die zur Klonierung und Sequenzierung der C-Typ-
Lektinrezeptor-DNA verwendet wurden. Restriktionssschnittstellen sind unterstrichen 
hervorgehoben (XbaI: TCTAGA, NotI: GCGGCCGC, Nhe: GCTAGC, EcoRI: GAATTC) 
(Tab. 4). 
 
Tab. 4: Verwendete Oligonukleotide 




1 5.2 mClec9a GCGGGGTCTAGAAAGTTCTTCCAGGTAT
CCTC 
32 67 
2 3.2 mClec9a CCCCGGGCGGCCGCTCAGATGCAGGAT
CCAAATG 
34 83 
3 5.2 mDectin-1 GCGGGGTCTAGACGACACAATTCAGGG
AGAAATC 
34 71 
4 3.2 mDectin-1 CCCCGGGCGGCCGCTTACAGTTCCTTC
TCACAG 
33 79 
5 5.1 mDectin-2 TCGGGGGAATTCGCCACCATGGTGCAG
GAAAGACAATC 
38 81 
6 5.2 mDectin-2 GCGGGGTCTAGACAGCCCAGTAGAAGA
CTATATG 
34 67 
7 3.1 mDectin-2 CCCTTGGCGGCCGCTCATAGGTAAATC
TTCTTCATTTCAC 
40 76 
8 3.2 mDectin-2 CCCCGGGCGGCCGCTCATAGGTAAATC
TTCTTC 
33 76 
9 5.2 mLangerin GCGGGGGCTAGCTTGATGGGCAAAATA
TTGGATG 
34 75 
10 3.2 mLangerin CCCCGGGCGGCCGCTCATTCAGTTGTT
TGGACGTAG 
36 81 
11 5.2 hDectin-2 GCGGGGTCTAGACATTTTACATATGGTG
AAAC 
32 64 
12 3.2 hDectin-2 CCCCGGGCGGCCGCTCATAGGTAAATC
TTATTCATC 
36 76 




13 5.2 hDectin-1 GCGGGGTCTAGAACCATGGCTATTTGG
AGATCC 
33 71 
14 3.2 hDectin-1 CCCCGGGCGGCCGCTTACATTGAAAAC
TTCTTCTC 
35 77 
15 5.2 hLangerin GCGGGGTCTAGATTTATGGGCACCATA
TCAGATG 
34 70 
16 3.2 hLangerin CCCCGGGCGGCCGCTCACGGTTCTGA
TGGGACATAG 
36 84 
17 5.2 hClec9a GCGGGGTCTAGAGTTTTCTGCATGGGA
TTATTAAC 
35 68 

















21 5.3 hLangerin GCGGGGTCTAGAGCCACCATGACTGTG
GAGAAGGAGGCCCC 
40 81 
22 5.3 mDectin-1 GCGGGGGAATTCGCCACCATGAAATAT
CACTCTCATATAGAGAATC 
46 76 
23 5.4 hLangerin GCGGGGTCTAGATATTCTACAGGTGGT
TTCTCAAG 
35 67 
24 5.5 hLangerin GCGGGGTCTAGAAACCAGTGTGGAGAA
GGCCAAC 
34 74 
25 5.3 hClec9a GCGGGGTCTAGATGTGCCCTTCAGATG
AAATATTGC 
36 73 
26 5.4 hClec9a GCGGGGTCTAGATTGCAGGTGTCCACC
ATTGCG 
33 77 
27 5.3 hDectin-1 GCGGTGTCTAGAAAAGCTGTCAAAACC
ACAGG 
32 68 
28 5.4 hDectin-1 GCGGGGTCTAGATTTCTATCAAGAAATA
AAGAGAACCAC 
39 68 
29 5.3 hDectin-2 GCGGGGTCTAGATGCCAGCCTGGGGA
TGTTG 
31 76 
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30 5.4 hDectin-2 GCGGGGTCTAGAAACTACACTCATATC
ATTCAAGTCTC 
38 67 
31 5.6 hLangerin GCGGGGTCTAGAACCAGTGTGGAGAA
GGCCAA 
32 73 
32 5.7 hLangerin GCGGGGTCTAGAGATATTCTACAGGTG
GTTTCTCA 
35 68 
33 5.5 hDectin-2 GCGGGGTCTAGAGAACTACACTCATAT
CATTCAAG 
35 65 















TAATACGACTCACTATAGGG 20 38,8 
 BGHrev-Se-
quenzierprimer 
ACTAGAAGGCACAGTCGAG   
(G4S)2: Glycin-Serin Linker 
 
3.1.5 Molekulare Größenmarker 
 
Zur Größenbestimmung der Desoxyribonukleinsäure (DNA) Fragmente wurde der Marker 
„2-log DNA“ von NEB (Schwabach) verwendet. Die Auftrennung der Proteine erfolgte 




Bilder der Immunfluoreszenzmikroskopie wurden mit der ZEN2009-Software von ZEISS 
ausgewertet. Primer wurden mithilfe der Clone Manager 5-Software erstellt und Sequen-
zen mit dem Programm GENtle analysiert.  
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3.1.7 Verwendete Gewebe in der Immunfluoreszenz 
 
Die in der Immunfluoreszenz verwendeten Gewebe wurden unter Berufung auf die 
Ethikanträge von Frau Prof. Dudziak 3761/3762 verwendet. Das Milzgewebe stammt aus 
der Chirurgischen Klinik mit Poliklinik und der Pathologie in Erlangen und wurde von Prof. 
A. Hartmann, Prof. W. Haupt und Prof. Hohenfelder zur Verfügung gestellt. Die Thymi 
wurden in der kardiologischen Abteilung der Kinder- und Jugendklinik der Universität 
Erlangen bei Herzoperationen routinemäßig entnommen und von Prof. Cesnejvar zur Ver-
fügung gestellt. Die Tonsillen wurden Patienten der HNO Klinik der Universität Erlangen 
















Die Abkürzung HEK bezeichnet „human embryonic kidney 
cells“. Diese Zelllinie stammt ursprünglich aus menschlichen 
Nierenzellen und enthält DNA-Teile des menschlichen Adeno-
virus 5. HEK Zellen werden auch als hypotriploid bezeichnet 
und wachsen adhärent. Die Zellen wurden freundlicherweise 
von Frau Prof. Dudziak bereitgestellt. 
 
Die Zelllinie TROMA1 trägt die Bezeichnung des Antikörpers, 
welchen die Hybridomzellen produzieren. TROMA1 bindet 
spezifisch an Zytokeratin 8, welches durch Subpopulationen 
von Epithelzellen (Thymus) exprimiert wird. Die TROMA1-
Zellen wurden von der Developmental Studies Hybridoma 
Bank der University of Iowa erworben. 
 
3.1.9 Verwendete Kits 
 
QIAquick Gel Extraction Kit 
QIAquick PCR Purification Kit 
Venor GeM 
PureLink HiPure Plasmid Filter Purification Kit 
ABI PRISM BigDye Terminator Sequencing Ready 
Reaction Kit V1.1 
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Kits 
QIAgen (Hilden) 
QIAgen (Hilden) 
Biochrom (Cambridge, UK) 
Invitrogen 
Applied Biosystems  
(Carlsbad, USA) 
LONZA (Gampel, CH) 





Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England 
Biolabs (Schwabach) bezogen. T4-DNA-Ligase und T4-Polynukleotidkinase wurden von 
MBI-Fermentas (Wilna, LIT) erworben. Für die PCR wurden Puffer sowie Taq-Polyme-
rasen Phusion-High-Fidelity (HF) oder –Hot-Start (HS) Polymerase von FINNzymes Oy 
(Espoo, FIN) verwendet. Die Taq-DNA-Polymerase, welche für den Mykoplasmentest 




Für die Klonierung von humanem (h)Langerin wurde complementary DNA (cDNA) aus 
humaner Epidermis und für murines (m)Dectin-2 cDNA aus muriner Milz verwendet. Diese 
wurden von Christian Lehmann und Gordon Heidkamp (Mitarbeiter der AG Dudziak) 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Alle anderen C-Typ-Lektinrezeptoren wurden 
aus der Vorlage der folgenden Plasmide produziert, die von Gordon Heidkamp (AG 
Dudziak) freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurden (Tab. 5). 
 
Tab. 5: Verwendete Plasmide (Vektor pcDNA3.1) 
Plasmid Insert 
639 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + mDectin-1  
733 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2+ hDCIR 
747 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2+ hDectin-2 
751 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2+ hDCIR aus Dam
- Bakterien gewonnen 
811 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + mClec9a 
814 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hClec9a 
815 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hDectin-1 
820 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + mLangerin 
IgG-SP:  IgG-Signalpeptid 
His-Tag:  6xHistidin-Tag 
(G4S)2:  Glycin-Serin Linker 




3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Bei allen 20µl Ansätzen kamen die Phusion-Polymerase oder die Phusion-Hot-Start-
Polymerase zum Einsatz. Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Konz. 
100pmol/µl) enthielten Schnittstellen für Restriktionsenzyme (s. Tab. 4). Die Ansätze 
wurden immer in sterile 0,2ml Reaktionsgefäße pipettiert und enthielten 1µl Original 
Plasmid/cDNA (10ng), 0,2µl Phusion/Phusion-HS 2U/µl (FINNzymes), 0,4µl dNTPs 
(10mM), 0,5µl Forward Primer (10pmol/µl), 0,5µl Reverse Primer (10pmol/µl), 4µl 5xGC-
Puffer (FINNzymes) sowie 13,4µl ddH2O. 
Zur Amplifikation der cDNA wurden 35 PCR-Zyklen in einer BioRAD 
C1000TMThermalCycler PCR-Maschine (96-Well) durchgeführt. Anschließend erfolgte die 
elektrophoretische Auftrennung im Tris-Azetat-EDTA (TAE)-Agarosegel und Aufreinigung 
der Fragmente (s. 3.2.3 und 3.2.4). 
 































3.2.2 Annealing und Phosphorylierung der Oligonukleotide 
 
In dieser Arbeit wurden Oligonukleotide verwendet, welche eine Restriktionsschnittstelle 
des Vektors eliminieren und eine falsche Sequenzfolge beheben sollten. Dazu waren an 
beiden Enden der zwei komplementären Oligonukleotide (Konz. 100pmol/µl) Restriktions-
schnittstellen vorhanden. Nach dem Annealing und der Phosphorylierung wurde das 
Konstrukt in den Vektor ligiert. Der Ansatz für das Oligo-Annealing beinhaltete 10µl 
Annealing Puffer (50mM Tris-HCl, pH=8) sowie je 20µl der zueinander komplementären 
Oligonukleotide. Das Reaktionsgemisch wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefäß pipettiert, 
10min bei 95°C erhitzt und anschließend innerhalb 1 h auf Raumtemperatur abgekühlt. 
Zur Phosphorylierung von 5’-DNA-Enden unter ATP-Hydrolyse wurden 1µl der T4-Poly-
nukleotidkinase (PNK) mit 5µl T4-Ligase-Puffer (inklusive 0,2 µl ATP, 250mM), 10µl des 
Oligo-Annealing Ansatzes und 34µl ddH2O zusammengefügt. Der Reaktionsansatz wurde 
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für 1h bei 37°C im Thermoschüttler inkubiert, ansch ließend mit ddH2O verdünnt (1:2) und 
bis zur nachfolgenden Ligation (s. 3.2.7) bei -20°C  gelagert. 
 
3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese der DNA  
 
Für die elektrophoretische Auftrennung der PCR Produkte im Agarosegel wurden 1,5-2,0g 
Agarosepulver (Serva) mit 100ml 1xTAE-Puffer in einem Erlenmeyerkolben gemischt und 
in der Mikrowelle bis zum Kochen erhitzt. Der Anteil der Agarose wurde je nach Größe 
des PCR-Produktes ausgewählt. Je kleiner das erwartete PCR-Produkt war, desto mehr 
Agarosepulver wurde eingesetzt. Nachdem das Agarosepulver sich vollständig löste, 
wurde der Gewichtsverlust mit ddH2O ausgeglichen und 1,25µl Ethidiumbromid (10mg/ml) 
zugegeben. Nach dem Gießen der viskösen Flüssigkeit in eine Flachbettapparatur 
(Peqlab) und dem Lufttrocknen für ca. 20min wurde das Gel in eine Elektrophorese-
kammer gestellt und mit 1xTAE-Puffer überschichtet. Vor dem Laden der Proben auf das 
Gel war es nötig, diese mit 1/6 des 6xVolumen DNA-Ladepuffers zu versehen. Zusätzlich 
wurden separat 7µl 2log DNA-Längenstandard (NEB, Schwabach) aufgetragen. Die Gel-
elektrophoresen wurden bei 90-120V für ca. 30min durchgeführt und die DNA mittels 
eines UV-Transilluminators (Herolab) und Kamerasystems analysiert. Anschließend 
wurden DNA-Fragmente ausgeschnitten (Transilluminator Table, Vilber Lourmat), gerei-
nigt (s. 3.2.4) und weiterprozessiert. 
 
6xDNA Ladepuffer: 0,25% Bromphenolblau, 25% Glycerin, 10mM EDTA 
1xTAE-Puffer:  50mM Tris Base, 5mM Natriumazetat, 1mM EDTA 
 
3.2.4 Reinigung der DNA  
 
Vektorfragmente bzw. PCR-Produkte wurden nach dem Ausschneiden der Gelbanden 
aus dem Agarosegel unter UV-Licht, mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit von QIAGEN 
nach den Angaben des Herstellers gereinigt. PCR-Produkte wurden teilweise nach der 
Amplifikation bzw. nach Restriktion direkt über einen QIAquick PCR Purification Kit 
(QIAGEN) nach Angaben des Herstellers gereinigt. Die DNA wurde je nach DNA-Menge 
in 30-50µl sterilem Elutions (EB)-Puffer (10mM, Tris-HCl, pH=8,5) in ein 1,5ml Eppendorf-
Reaktionsgefäß eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
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3.2.5 Verdau der DNA mit Restriktionsenzymen 
 
Um die PCR-Fragmente mit dem Vektor ligieren zu können, wurden sowohl Vektor als 
auch das PCR-Produkt, welches über Oligonukleotide eingebrachte Restriktionsschnitt-
stellen enthielt (Tab. 4), mithilfe von Restriktionsendonukleasen verdaut (Präparativer 
Restriktionsansatz). Für einen 50µl Ansatz wurden 10µg DNA mit 5µl Restriktionspuffer 2 
oder 4 (NEB), 0,5µl BSA (100x) (NEB), 1µl Restriktionsenzym 1 (20U/µl), 1µl Restriktions-
enzym 2 (20U/µl) sowie der entsprechenden Menge an ddH2O gemischt. Der Verdau 
erfolgte durch das Erhitzen des Ansatzes für 2h bei 37°C und das anschließende 
Deaktivieren der Enzyme für 20min bei 65°C. Des Wei teren wurden die Produkte 
angereichert, um kleinere Endsequenzen und Enzyme zu eliminieren (s. 3.2.4). Für die 
Restriktionsanlayse von Minipräp-DNA (s. 3.2.9) wurde ein analytischer Restriktions-
ansatz gewählt. Dabei wurden 5µl DNA mit 2µl Restriktionspuffer 2 oder 4 (NEB), 0,2µl 
BSA (100x) (NEB), je 1µl Restriktionsenzym 1 und 2 sowie 12,6µl ddH2O versetzt. Es 
wurden die Restriktionsendonukleasen EcoRI (20U/µl), HindIII (20U/µl), NheI-HF (20U/µl), 
Not-HF (20U/µl) und XbaI (20U/µl) (NEB) während der Klonierungsarbeit verwendet. 
 
3.2.6 Konzentrationsbestimmung der DNA  
 
Zur Konzentrationsbestimmung wurde die DNA entweder 1:10 oder 1:100 in 10mM Tris-
HCl (pH=8,0) oder ddH2O verdünnt. Die Optische Dichte (OD) der Proben wurde mithilfe 
einer 1ml UV-Einmalküvette (Eppendorf) bei einer Wellenlänge von 260nm, am Bio-
Photometer (Eppendorf) bestimmt. Anfangs wurde ein Nullwert mit Tris-HCl oder ddH2O 
eingestellt. Ein Wert von OD260 = 1 entspricht 50µg/ml doppelsträngiger DNA, 33 µg/ml 
einzelsträngige DNA sowie 20µg/ml für Oligonukleotide. Die angezeigte Relation von 
OD260 zu OD280 gibt den Verunreinigungsgrad der gemessenen Probe an. Bei einem Wert 
von 1,8 bis 2,0 ist davon auszugehen, dass reine DNA vorliegt.  
 
3.2.7 Ligation der DNA 
 
Ligationen bieten die Möglichkeit, in vitro produzierte und mit Restriktionsenzymen 
verdaute DNA-Fragmente zu rekombinanten Genkonstrukten zu ergänzen. Die Zusam-
mensetzung des Ansatzes konnte mithilfe einer Konzentrationsmessung der DNA vor der 
Ligation optimiert werden. Der 20µl Ligationsansatz, bestehend aus 0,5-1µl verdautem 
Vektor, 1µl T4-DNA-Ligase, 2µl T4-DNA-Ligase-Puffer, 2-6µl PCR-Produkt und der ent-
sprechenden Menge an ddH2O, wurde für 3h bei 16ºC inkubiert und in kompetente 
Bakterien transformiert (s. 3.2.9). Zusätzlich wurde eine Kontrollligation angefertigt, wobei 
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anstelle des PCR-Produktes ddH2O verwendet wurde, um eine Religation des verdauten 
Vektors auszuschließen. Die im Verlauf dieser Arbeit hergestellten Konstrukte (extra-
zelluläre Domäne der C-Typ-Lektinrezeptoren im Vektor pcDNA3.1 mit His-Tag) können 
der Tabelle 6 entnommen werden. 
 
Tab. 6: C-Typ-Lektinrezeptoren im Vektor pcDNA3.1 
Plasmid Insert 
926 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 (repair) + hClec9a_462bp  
927 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hClec9a_462bp 
928 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hClec9a_552bp 
981 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + Stop (repair 733 Xba- 
Schnittstelle)+hDCIR 
982 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + mDectin-2 
983 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hDectin-2 
984 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + mClec9a 
985 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hClec9a 
986 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hDCIR (repair 733) 
987 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + mLangerin 
989 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hDectin-1 
990 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + mDectin-1 
991 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 (repair) + mDectin-2 
992 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hLangerin 
993 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hLangerin_418bp 
994 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 (repair) + hLangerin_418bp 
995 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hLangerin_607bp 
996 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hDectin-1_423bp 
997 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 (repair) + hDectin-1_423bp 
998 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hDectin-2_413bp 
999 IgG-SP + His-Tag + (G4S)2 + hDectin-2_464bp 
IgG-SP:  IgG-Signalpeptid 
His-Tag:  6xHistidin-Tag 
(G4S)2:  Glycin-Serin Linker 
 
Die unter 3.2.2 erwähnten Oligonukleotide wurden nach der Phosphorylierung mit dem 
XbaI - NotI-HF verdauten Vektor 733 (Tab. 3) ligiert. Hierfür wurden 0,25µl des Oligonu-
kleotidgemisches mit 1µl verdautem Vektor, 1µl T4-DNA-Ligase, 2µl T4-DNA-Ligasepuffer 
und 12,75µl ddH2O gemischt. 
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3.2.8 Herstellung kompetenter Bakterien 
 
Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden aus dem Glycerolstock Bakterien (E.coli 
DH5α) mit einer Pipettenspitze entnommen und in 8ml Lysogeny Broth (LB)-Medium in 
ein 16ml Rundbodenröhrchen transferiert. Dieses wurde mit leicht geöffnetem Deckel bei 
37°C für 14-16h und 230rpm geschüttelt. Bakterien m it enthaltener Plasmid-DNA 
erschienen nach der Inkubationszeit als trübes Medium. Der komplette Inhalt wurde in 
400ml LB-Medium in einen 1l Erlenmeyerkolben überführt und bei 37°C und 230rpm 
bebrütet. Zuvor wurde jedoch 1ml des Mediums entnommen, um bei nachfolgenden 
Konzentrationsmessungen als Null-Wert eingesetzt zu werden. Im Abstand von je 30min 
wurde eine Konzentrationsbestimmung der 400ml Bakterienkultur in einer 1ml UV-
Einmalküvette (Eppendorf) bei einer Wellenlänge von 600nm am Bio-Photometer 
(Eppendorf) durchgeführt. Nach dem Erreichen einer gewünschten Dichte von 0,4-0,6 
wurde das Bakterienwachstum gestoppt, indem der Erlenmeyerkolben für ca. 30min auf 
Eis gelagert wurde. Die Bakterienkulturen wurden in 50ml Polypropylenröhrchen 
zentrifugiert (1325xg, 8min, 4°C) und der Überstand  vorsichtig dekantiert. 200ml zentri-
fugierte Bakterienkultur wurde in 50ml Puffer Tfb1 aufgenommen und 30min im Eisbad 
gelagert. Anschließend wurden die Polypropylenröhrchen zentrifugiert (1325xg, 8min, 
4°C), der Überstand abgenommen und alles in 10ml Pu ffer Tfb2 resuspendiert. In ein 
1,5ml Reaktionsgefäß wurden je 100µl der Suspension gegeben und alles in flüssigem 
Stickstoff gefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die kompetenten Bakterien bei 
-80ºC gelagert. 
 
Puffer Tfb1: 30mM KAc; 50mM MnCl2; 100mM RbCl; 10mM CaCl2; 15% (w/v) 
Glycerin; pH=5,8 
Puffer Tfb2: 10mM MOPS/NaOH (pH 7,0); 75mM CaCl2; 10mM RbCl; 
15% (w/v) Glycerin 
LB-Medium: 25g LB-Pulver, 1l ddH2O 
 
3.2.9 Transformation in kompetente Bakterien 
 
Die Transformation der Ligationsansätze erfolgte nach der Inkubationszeit in kompetente 
E.coli-DH5α Zellen (s. 3.2.7). Die kompetenten Bakterien wurden von der -80°C Lagerung 
umgehend auf Eis gestellt und langsam aufgetaut. Nach Zugabe des Ligationsansatzes 
(20µl) zu den Bakterien (100µl) wurde das 1,5ml Reaktionsgefäß 20min auf Eis inkubiert, 
um eine Adsorption der Plasmide in die Bakterienzelle gewährleisten zu können. 
Anschließend wurde für 45-60s ein Hitzeschock bei 42ºC durchgeführt und die Lösung im 
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Eisbad 2min abgekühlt. Pro Ansatz wurden 500µl Lysogeny Broth (LB)-Medium zugege-
ben und das Reaktionsgefäß 1h bei 37°C im Thermomix er geschüttelt (400rpm). Danach 
wurden die Bakterien bei 200xg, 1min und RT zentrifugiert, ca. 500µl des Überstandes 
verworfen, die Bakterien in den restlichen 100µl resuspendiert und auf LB/Amp Agar-
platten ausplattiert. Die Bakterien wurden im Bakterieninkubator (Heraeus) bei 37°C 
mindestens 14-16h inkubiert. Einzelklone standen daraufhin für eine Minipräp-DNA-
Analyse zur Verfügung.  
 





Um die Plasmid-DNA von den Zellbestandteilen der Bakterien zu separieren, wurde eine 
Minipräparation durchgeführt. Nach Transformation der Ligationsansätze wurden pro 
Platte 3-5 Einzelklone gepickt, je ein Teil der Einzelklone auf einer Masterplatte 
ausgestrichen und die restlichen Bakterien mit der Pipettenspitze in 6ml LB/Amp-Medium 
gegeben. Das angeimpfte 16ml Rundbodenröhrchen wurde mit leicht geöffnetem Deckel 
bei 37°C für 14-16h und 230rpm geschüttelt. Ampicil lin-resistente Bakterien mit enthalte-
ner Plasmid-DNA erschienen nach der Inkubationszeit als trübes Medium. Die mit Einzel-
klonen angeimpften Bakterienkulturen im Polypropylenröhrchen wurden zentrifugiert 
(1325xg, 8min, 4°C) und der Überstand vorsichtig de kantiert. Die Zellpellets wurden in 
100µl P1-Resuspensionspuffer aufgenommen und in 1,5ml Reaktionsgefäße überführt. 
Anschließend wurden die Zellen mit 200µl P2-Lysepuffer versetzt, 5min inkubiert und die 
Zellwände somit aufgeschlossen. Nach der Zugabe von 150µl P3-Neutralisationspuffer 
wurde die Suspension gut gemischt und ein Tropfen Chloroform (CHCl3, 0,22µl) zur 
Denaturierung von Proteinen und erleichterten Phasentrennung hinzugefügt. Es folgte 
eine Zentrifugation (21000xg, 15min, RT) und das Überführen des Überstandes in ein 
neues 1,5ml Reaktionsgefäß. Dem Überstand wurden 750µl Isopropanol zum Ausfällen 
der Nukleinsäuren zugegeben, die Reaktionsgefäße kurz auf dem Vortexer gemischt und 
erneut zentrifugiert (21000xg, 10min, 4ºC). Die gefällte DNA wurde mit 70%-igem, kaltem 
Ethanol gewaschen und zentrifugiert (21000xg, 5min, 4ºC). Abschließend wurde das 
Pellet bei RT ca. 5-10min getrocknet und in 30µl EB-Puffer gelöst. 
 
LB/Amp-Medium: 25g LB-Pulver, 1l ddH2O, 1ml Ampicillin (100µg/ml) 
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Puffer P1: 50mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 100µg/ml RNAse, pH=8,0 
Puffer P2: 0,2M NaOH, 1% SDS 
Puffer P3: 3M Kaliumazetat, pH=5,0 




Zur Gewinnung größerer Mengen an Plasmid-DNA wurden mindestens 1l LB/Amp 
Medium pro Klon als Flüssigkultur angeimpft, inkubiert und in 1l großen Flaschen in einer 
Beckmann Avanti A10 Zentrifuge bei 5200xg, 4°C zent rifugiert. Das “PureLink HiPure 
Plasmid Filter Purification Kit“ der Firma Invitrogen wurde nach den Angaben des Her-
stellers zur Plasmidisolation verwendet. 
 
3.2.12 Sequenzierung der DNA 
 
Die Bestimmung der Nukleotidfolge der klonierten Plasmide wurde nach der Didesoxy-
methode nach Sanger durchgeführt. Zur Aufbereitung der Proben in 0,2ml Reaktions-
gefäßen wurde das “ABI PRISM BigDye Terminator Sequencing Ready Reaction Kit V1.1“ 
der Firma Applied Biosystems verwendet. Zur Vervielfältigung der zu bestimmenden 
DNA-Proben wurde eine PCR durchgeführt. Für einen 10µl Ansatz wurden 0,5µg DNA mit 
2µl BIGDye (Applied Biosystems), 1µl Sequenzier-Primer (5µM), 2µl 5x Sequenzierpuffer 
und der entsprechenden Menge an ddH2O in ein 0,2ml Reaktionsgefäß gemischt. Für die 
nachfolgende Fällungsreaktion wurden 2µl 125mM EDTA, 2µl 3M Na-Azetat (pH=5,2) 
sowie 50µl Ethanol „pro analysis“ (p.a.) zu dem PCR-Ansatz gegeben und alles in ein 
1,5ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei RT wurden die 
Ansätze zentrifugiert (21000xg, 30min, 4°C) und der  Überstand vollständig abgenommen. 
Danach folgte ein Waschschritt mit 70µl 70%-igem kaltem Ethanol und erneut ein 
Zentrifugationsschritt (21000xg, 15min, 4°C). Der Ü berstand wurde vollständig abge-
nommen und die farblose DNA bei RT getrocknet. Abschließend wurde die DNA in 15µl 
HighDye (Applied Biosystems) gelöst und bis zur Auswertung im Dunkeln bei 4°C 
gelagert. 
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3.2.13. Transfektion durch Calcium-Phosphat-Präzipitation 
 
Plasmide, die klonierte und sequenzierte lösliche Varianten der extrazellulären Domäne 
von C-Typ-Lektinrezeptor-DNA mit einem 6xHistidin-Tag enthielten, wurden in HEK293T-
Zellen transfiziert. In den Überstand sezernierte, produzierte Proteine wurden anschlie-
ßend mithilfe von Nickel-Nitril-Tri-Azetat (Ni-NTA)-Superflow Beads (QIAGEN) gereinigt. 
Die Transfektion erfolgte in adhärente HEK293T-Zellen. Diese wurden 48h vorher so 
gesplittet, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion eine 80%-ige Konfluenz aufwiesen. 
Vor Beginn der Transfektion wurde altes Kulturmedium von den Zellkulturplatten (Ø 13cm) 
entfernt und jede Platte mit 24ml 37°C warmem DMEM- low IgG Medium überschichtet. 
Der Präzipitationsansatz pro Zellkulturplatte, bestehend aus 10µl Chloroquin (100mM), 
2,65ml ddH2O, 60µg Plasmid-DNA, 5µg Helper Plasmid (553) und 300µl CaCl2 (2,5M), 
wurde in einer 250ml Zellkulturflasche (Greiner) gemischt. Davon wurden 12ml tropfen-
weise unter ständigem Einbringen von Luftblasen durch eine zweite Pipettierhilfe in 12ml 
2xHBS gegeben, bis eine opaleszierende Lösung entstand. Auf jede Zellkulturplatte 
wurden vorsichtig 6ml der Suspension getropft, die Platten geschwenkt und im CO2-
Inkubator bei 37°C, 5% CO 2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit für 8h kultiviert. Anschlie-
ßend wurde ein Mediumwechsel vollzogen und die Zellen mit vorgewärmtem Serum-
freien DMEM-Nutridoma Medium weiterkultiviert. Nach 5-7 Tagen wurde der Überstand 
abgenommen, sowie restliche Zellen durch Zentrifugation (500-700xg, 10min, 4°C) 
entfernt. Natriumazid (NaN3 20%ige Lösung) wurde auf eine Endkonzentration von 0,09% 
des gewonnen Überstandes zur Prävention gegen Mikroorganismen zugegeben und der 
proteinhaltige Überstand danach durch einen 0,22µm Filter (Stericup®Filter Units 1000ml, 
Millipore) sterilfiltriert.  
 
 
2x HBS Puffer:    50mM HEPES, 280mM NaCl, 1,5 mM Na2HPO4, pH=7,09 
DMEM-low IgG Medium : DMEM-Medium (500ml), 5%FCS low IgG (Invitrogen), 1mM 
Natriumpyruvat, 100U/ml Pen, 100µg/ml Strep und 2mM 
L-Glutamin 
DMEM-Nutridoma Medium: DMEM-Medium (500ml), 0,5% Nutridoma (Roche), 1mM 
Natriumpyruvat, 100U/ml Pen, 100µg/ml Strep und 2mM 
L-Glutamin 
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3.2.14. Ammoniumsulfatfällung und Dialyse von Proteinen 
 
Der sterilfiltrierte Transfektionsüberstand wurde gewogen, und stündlich 15% des Ge-
samtgewichts an Ammoniumsulfat (132,14g/mol, >95%p.a., Roth) zugegeben. Insgesamt 
wurden vier Portionen Ammoniumsulfat beigefügt, und das Auflösen des Salzes durch 
stetiges Rühren bei 4°C über Nacht beschleunigt. Da nach wurde die Ammonium-
sulfatlösung in einer Beckmann Coulter Allegra®15-XR Zentrifuge zentrifugiert (1325xg, 
45min, 4°C). Der Überstand wurde in neue Zentrifuge nbecher (250ml Corningröhrchen, 
Corning) gegeben und nochmals zentrifugiert. Das präzipitierte Protein wurde insgesamt 
in 5-10ml 1xPBS resuspendiert. Ungelöstes Protein wurde vor dem Einfüllen in einen 
Dialyseschlauch durch Zentrifugation (1325xg, 5min, 4°C) eliminiert. In einem mit 1xPBS 
gefüllten 5l Becher wurde die Proteinlösung, an Styroporschwimmern befestigt, bei 4°C 
unter kontinuierlichem Rühren dialysiert. Nach zwei- bis dreimaligem Wechseln des 
1xPBS wurde am nächsten Tag Ni-NTA bzw. ProteinG zugeben. 
 
3.2.15 Reinigung der Proteine mit Ni-NTA Beads 
 
Proteine, welche einen 6xHis-Tag tragen, können durch die kovalente Bindung der Histi-
dinreste an Metallchelatoren (Nickel) gebunden werden. Die verwendeten Puffer wurden 
frisch hergestellt, der pH-Wert eingestellt und sterilfiltriert. Ni-NTA-Superflow Beads 
(QIAGEN) wurden gut gemischt, 500µl davon in einem Polypropylenröhrchen mit eis-
kaltem PBS versetzt und bei 800xg, 10min und 4°C ze ntrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und die Beads erneut mit eiskaltem PBS resuspendiert. Dieser Vorgang wurde 
zwei- bis dreimal wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde die dialysierte 
Proteinflüssigkeit zu den Beads gegeben und mit einer bestimmten Menge (Volumen der 
Proteinflüssigkeit/10) an 10xLysepuffer (eiskalt) versetzt. Der Ansatz wurde für mindes-
tens 12-16h auf einem Überkopfschüttler bei 4°C lan gsam rotiert. Am darauffolgenden 
Tag wurden die Ni-NTA Beads bei 800xg, 10min und 4°C zentrifugiert, mit Waschpuffer 
versetzt und erneut zentrifugiert. Der Waschpuffer wurde aufbewahrt, die Beads in ca. 2ml 
Waschpuffer resuspendiert und auf eine Poly-Prep Chromatographie Säule (BioRad) 
gegeben. Nach zweimaligem Waschen der Säule mit je 5ml Waschpuffer konnten die 
Proteine in zehn Fraktionen eluiert werden. Dafür wurde die Säule mit je 500µl Imidazol-
haltigem EB-Puffer beladen, jede Fraktion separat in einem 1,5ml Reaktionsgefäß 
aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. 
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10xLysepuffer (pH=8,0): 500mM NaH2PO4, 3000mM NaCl, 100mM Imidazol, 0,05% 
Tween20 in ddH2O 
Waschpuffer (pH=8,0): 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 20mM Imidazol, 0,05% 
Tween20 in ddH2O 
Elutionspuffer (pH=8,0): 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 250mM Imidazol, 0,05% 
Tween20 in ddH2O 
 
3.2.16 Reinigung der Antikörper (TROMA1) mittels Protein-G Beads 
 
Von in 100% ISF-Medium kultivierten TROMA1-Hybridomzellen wurde der Überstand 
durch Zentrifugation bei 800xg, 10min, 4ºC abgenommen und mittels eines 0,22µm 
Sterilfilters (Millipore) sterilfiltriert. Zur Wachstumsinhibition von Mikroorganismen wurde 
der Antikörperflüssigkeit die Menge an Natriumazid (NaN3 20%ige Lösung) zugegeben, 
um eine Endkonzentration von 0,09% zu erhalten. Anschließend wurden 500µl in Ethanol 
gelagerter Protein-G Sepharose (GE Healthcare) dreimal in jeweils 10ml PBS durch 
Zentrifugation bei 233xg, 5min, 4°C in einem 16ml P olypropylenröhrchen gewaschen. 
Dies sollte die Reste des Ethanols entfernen, um eine Bindung der Antikörper an die 
Protein-G Beads zu gewährleisten. Anschließend wurden die Beads in den Überstand der 
TROMA1-Zellen gegeben. Das Polypropylenröhrchen wurde bei 4°C für ca. 16h auf 
einem Rotationsschüttler inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Protein-G Beads bei 
233xg, 5min und 4°C zentrifugiert und der Überstand  verworfen. Danach folgten zwei 
Waschschritte mit PBS und das vollständige Verwerfen des Überstandes. Die verbleiben-
den Beads wurden in 5ml PBS resuspendiert, über eine Poly-Prep Chromatographie 
Säule (BioRad) gegeben und aufgefangen. Nachdem zweimal 5ml PBS zum Waschen 
über die Säule gelaufen waren, konnte der Antikörper eluiert werden. Dafür wurden 100µl 
1M Tris-HCl (pH=8,0) in ein 1,5ml Reaktionsgefäß vorgelegt und die Säule mit jeweils 
500µl 0,1M Glycin-HCl (pH=2,7) beladen. Es wurden zehn Fraktionen eluiert, der Inhalt im 
Reaktionsgefäß gut gemischt und bis auf weiteres auf Eis gelagert. Das Vorhandensein 
von Antikörpern in den Fraktionen wurde mittels Coomassie-Gel (s. 3.2.17) ermittelt. 
Anschließend wurden die proteinhaltigen Antikörper-Fraktionen vereinigt, dialysiert und 
die finale Antikörperkonzentration nach dem LPS-Removal (s. 3.2.20) mithilfe der 
Bradford-Methode (s. 3.2.19) bestimmt. 
 





Um das Vorhandensein von Protein in den eluierten Fraktionen mittels Coomassie SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) untersuchen zu können, wurden 20µl jeder 
Fraktion in zehn sterile 1,5ml Reaktionsgefäße überführt. Zur Denaturierung der Proteine 
wurden 5µl eines DTT-haltigen Proteinprobenpuffers zu jeder Fraktion gegeben und die 
Ansätze für 10min bei 95°C erhitzt. Das Trenngel wu rde nach dem Ausgießen zwischen 
zwei Glasplatten mit Wasser überschichtet, um eine gerade Trennlinie zwischen den zwei 
Gelen zu erhalten. Auf das ausgehärtete Trenngel wurde das Sammelgel gegossen und 
ein 1,5mm starker Kamm mit 15 Taschen eingefügt. Das hergestellte Gel wurde in die 
Gelkammer (BioRAD) gestellt, welche mit 1xSDS-Laufpuffer aufgefüllt wurde. Die erhitz-
ten Proteinfraktionen sowie 3µl Proteinstandard (PageRuler, Fermentas) wurden auf das 
Gel aufgetragen. Bei 80-130V wurden die Proteine in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Nachdem die Laufbande aus dem Gel 
gelaufen war, wurde das Gel aus der Vorrichtung genommen, mit Coomassie-Lösung 
überschichtet und 10min auf dem Schütteltisch gelagert. Danach wurde es stündlich, 
insgesamt drei- bis fünfmal, mit Entfärberlösung behandelt und anschließend 30min in 
eine Trocknerlösung gelegt. In Zellophanpapieren und Geltrocknungsrahmen (Roth) trock-
nete das Gel für ca. 12h. Von den eluierten Fraktionen 1-10 wurden proteinhaltige 
Fraktionen vereint und in einer Rahmenmembran (Slight-A-Lyzer®Dialysis Cassette Extra 
Strength, Thermo Scientific) in 1xPBS bei 4°C dialy siert. Nach zweimaligem Wechseln 
des 1xPBS wurde am nächsten Tag die Proteinflüssigkeit der Dialysekassette entnom-
men und die Proteinkonzentration per Bradford-Test bestimmt (s. 3.2.19). Daraufhin 
wurde ein Lipopolysaccharid (LPS)-Removal, LPS-Test (s. 3.2.20), gegebenenfalls eine 
Anreicherung (Konzentration) des Proteins (s. 3.2.18) durchgeführt und die Proteine in 
Aliquots bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gela gert.  
 
Trenngel 12,5%: 5,75ml ddH2O, 4ml Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese30, 
Roth), 1,25ml Trenngelpuffer (3M Tris-HCl, pH=8,8), 100µl 
SDS (10%), 90µl APS (10%), 10µl TEMED 
Sammelgel 5%: 7,34ml ddH2O, 1,33ml Acrylamid/Bisacrylamid (Rotipho-
rese30, Roth), 1,25ml Sammelgelpuffer (1M Tris-HCl, 
pH=6,8), 100µl SDS (10%), 90µl APS (10%), 20µl TEMED 
Coomassie–Lösung: 0,55mM Coomassie Brilliant Blue R250, 30% Methanol, 10% 
Essigsäure 
Entfärbelösung:  30% Methanol, 10% Essigsäure,  
Trocknerlösung:  10% Glycerin w/v, 20% Techn. Ethanol v/v 
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1x SDS-Laufpuffer: 0,5% SDS (w/v), 125mM Tris-HCl, 960mM Glycerin 
Protein-Ladepuffer: 0,5M Tris-HCl (pH=6,8), 10% SDS, 87% Glycerol, 1% Brom-
phenolblau (0,62g DTT), 0,5M EDTA 
 
3.2.18 Konzentration von Protein durch Zentrifugation 
 
Bei sehr geringer Proteinkonzentration und nach dem LPS-Removal erfolgte die Ein-
engung der Proteine durch Zentrifugation. In einem Zentrifugationsröhrchen mit Filter 
wurde die Proteinflüssigkeit bei 1500xg und 4°C für  8-15min zentrifugiert. Dieser Schritt 
wurde zweimal mit eiskaltem PBS wiederholt. Im letzten Waschschritt wurde die Protein-
lösung auf ein Volumen von ca. 500-1000µl einkonzentriert. His-getaggte Proteine und 
Antikörper wurden dabei in Amicon®Ultra Centrifugal Filter Units (Millipore) mit einer 
Porengröße für Proteine größer 10000Da zentrifugiert. Der proteinhaltige Überstand 
wurde in ein steriles 1,5ml Reaktionsgefäß mit Schraubdeckel überführt und bis zur 
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
3.2.19 Konzentrationsbestimmung nach Bradford  
 
Zur quantitativen Bestimmung der löslichen, produzierten C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine 
wurde ein Bradford-Test durchgeführt. Hierbei handelt es sich um eine photometrische 
Methode, bei der auch kleine Mengen an Protein erfasst werden können (10-100µg/ml). 
Um die ermittelten Extinktionswerte einer Proteinkonzentration zusprechen zu können, 
wurde eine Eichgerade erstellt. Die dafür benötigte Verdünnungsreihe (10-500µg/µl) 
wurde mit Bovinem Serum Albumin (BSA) (Roth) in 1xPBS angefertigt. Je 350µl ddH2O 
und 100µl 5xBradford-Stammlösung (Coomassie Brilliant Blue R250) wurden auf die 
Proben gegeben und sofort auf einem Vortexer gemischt. Die zu messenden Proteine 
wurden ebenfalls in verschiedenen Verdünnungen (1:5–1:50) in 1xPBS vorbereitet und 
mit ddH2O und 5xBradford-Stammlösung versetzt. Die Messung der Optischen Dichte 
(OD) erfolgte mithilfe einer 2ml UV-Einmalküvette (Eppendorf) bei einer Wellenlänge von 
595nm am Bio-Photometer (Eppendorf). Ein Nullwert wurde mit einer Mischung aus 50µl 
PBS + 350µl ddH2O + 100µl 5xBradford-Stammlösung (BioRad) eingestellt. Durch das 
Auftragen der bekannten Proteinkonzentrationen resultierte eine Eichgerade, an der sich 
die Konzentrationen der Proben ablesen ließen. Hierbei mussten die Verdünnungen der 
Proteine berücksichtigt und verrechnet werden. Die Durchführung des Bradford-Testes 
zur Konzentrationsbestimmung von Antikörpern (s. 3.2.16) geschah mithilfe von IVIg als 
Standard (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Nimmerjahn, Lehrstuhl für 
Genetik, Universität Erlangen-Nürnberg). 
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3.2.20 LPS-Removal und LPS-Test 
 
Um eine mögliche Kontamination der rekombinant in Zellkultur hergestellten Proteine mit 
Endotoxinen auszuschließen, wurden zuerst ein LPS-Removal und anschließend ein 
LPS-Test durchgeführt. Die maximale Proteinkonzentration für die Gewährleistung eines 
erfolgreichen LPS-Removals liegt bei 1mg/ml. Für das LPS-Removal wurden neun Teile 
Proteinlösung mit einem Teil 10%Triton X-114 versetzt und somit eine Endkonzentration 
von 1%Triton eingestellt. Das 15ml Polypropylenröhrchen, in dem sich die Lösung befand, 
wurde 30s bei maximaler Geschwindigkeit auf dem Vortexer gemischt, bis die Lösung klar 
erschien. Daraufhin wurde der Ansatz für 15min in ein Eisbad gestellt, 30s auf dem Vor-
texer gemischt und 10min in 42°C warmem Wasserbad i nkubiert. Nun besaß die Lösung 
eine opaleszierende Farbe und wurde bei 2000xg, 5min und RT zentrifugiert. Dieser 
Zentrifugationsschritt resultierte in einer Phasentrennung der angesetzten Flüssigkeit. In 
der oberen Phase befand sich die von LPS-befreite Proteinlösung, in der unteren die 
Tritonlösung inklusive Endotoxin. Vorsichtig wurde die obere Schicht in ein neues 
Polypropylenröhrchen überführt. 
 
Nach der Konzentrationsbestimmung der Proteine (s. 3.2.19) wurde mithilfe des “Limulus 
Amebocyte Lysate (LAL) Kits“ von LONZA das Vorhandensein von LPS in den Protein-
lösungen untersucht. Dazu wurden 5µg der jeweiligen Probe in je ein Well einer 96-Well 
PCR-Platte überführt. Die im Kit enthaltene Endotoxinlösung wurde 30s auf dem Vortexer 
gemischt und die Stopp-Reagenz-Lösung (25% Essigsäure) vorbereitet. Die Standard-
kurve der Endotoxinlösung wurde anhand einer Verdünnungsreihe von 0,1-1Units (U) 
erstellt. Anschließend wurde die mit Proben beladene PCR-Platte in einen BioRAD 
C1000TMThermalCycler gestellt, welcher bereits auf 37°C vo rgewärmt war. Zu den Proben 
wurden je 50µl, 37°C warmes LAL-Reagenz zugegeben u nd 10min inkubiert. Anschlie-
ßend erfolgte die Zugabe von je 50µl, 37°C warmem S topp-Reagenz auf die Proben. Alle 
Ansätze wurden in eine unbeschichtete 96-Well ELISA-(enzyme-linked-immunosorbent-
assay) Platte (Greiner) gegeben und im SpectraMax 190 ELISA-Reader (Molecular 




Um eine Kontamination der Zelllinien mit Mykoplasmen und Acholeplasmen auszuschlie-
ßen, wurde das Testkit Venor GeM nach Angaben des Herstellers (Biochrom) verwendet. 
Der Test basiert auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion, wobei die Primer spe-
zifisch an einen bestimmten Abschnitt (16s rRNA Region) der Mykoplasmen-DNA binden. 
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Durch eine interne DNA-Kontrolle konnten fehlerhafte, inhibierte oder falsch negative 
PCR-Ansätze erkannt werden. Die regelmäßige Wiederholung der Tests war nötig, um 
eine Neukontamination schnellstmöglich entdecken zu können. Für den Ansatz wurden 
500µl Medienüberstand in ein 1,5ml Reaktionsgefäß gegeben, bei 18150xg, 5min, 4°C 
zentrifugiert und für 10min bei 95°C erhitzt. Der Z entrifugationsschritt wurde einmal 
wiederholt. Der Überstand wurde in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und 













Reaction Buffer  
Taq-DNA-Polymerase (5U/µl) (Peqlab) 
ddH2O 





















Die Ergebnisse der PCR wurden mittels TAE-Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.2.3) 
verifiziert. 
 
3.2.22 Kultivierung von Zelllinien 
 
Arbeiten in der Zellkultur fanden ausnahmslos unter Sterilwerkbänken von Heraeus 
(Herasafe, KS18, Hanau) statt. Die verwendeten Zelllinien wurden in 25cm2 bzw. 75cm2 
großen Zellkulturflaschen oder –schalen im CO2-Inkubator bei 37°C, 5% CO 2 und 95% 
relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach dem Erreichen einer Dichte von 80-90% wurden 
die verwendeten HEK293T-Zellen ca. 2-3min trypsinisiert (0,25%Trypsin/EDTA), bis sich 
die Zellen ablösten. Daraufhin wurde mithilfe von handwarmem DMEM-Standard-Medium 
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die Trypsinisierung gestoppt und die Zellen bei 800xg, 5min und 4°C zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde in DMEM-Medium resuspendiert und die Zellen mit einer Dichte von 
mindestens 1x104 Zellen/cm2 in je 30ml DMEM-Medium ausgesät. 
Die verwendeten TROMA1-Hybridomzellen wurden anfangs in RPMI-Standard-Medium 
kultiviert. Das Splitten der nicht-adhärenten Zellen erfolgte durch Umfüllen des Mediums 
inklusive Zellen in Polypropylenröhrchen und einer Zentrifugation bei 800xg, 5min und 
4°C. Das Pellet wurde in RPMI-Medium resuspendiert und die Zellen in neue 
Zellkulturflaschen, mit einer Dichte von 5x105 Zellen/ml, ausgesät. Zur Antikörper-
produktion wurden die TROMA1-Hybridomzellen auf Serum-freies ISF-Medium suk-




DMEM-Standard-Medium: DMEM-Medium (500ml) mit 25ml fetalem Kälberserum (5% 
FCS, Biochrom), 5ml L-Glutamin (200mM), 5ml Penicil-
lin/Streptomycin (10.000U/ml Penicillin und 10mg/ml Strepto-
mycin), 5ml Natriumpyruvat (100mM)  
RPMI-Standard-Medium: RPMI 1640-Medium (500ml, Invitrogen) mit 25ml FCS (5%, 
Biochrom), 5ml Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml Penicillin 
und 10mg/ml Streptomycin), 5ml L-Glutamin (200mM), 5ml 
nicht essentielle Aminosäuren (1% NEA)  
ISF-Standard-Medium: ISF-Medium (500ml, Biochrom) mit 5ml Penicil-
lin/Streptomycin (10.000U/ml Penicillin und 10mg/ml Strepto-
mycin), 5ml L-Glutamin (200mM) 
 
3.2.23 Berechnung der Zellzahl 
 
Um eine möglichst genaue Zelldichte gewährleisten und den Anteil toter Zellen ein-
schätzen zu können, wurde ein Trypanblau-Test durchgeführt. Hierbei färben sich tote 
Zellen mit Trypanblau an, während lebende Zellen farblos bleiben, da der Farbstoff nicht 
in der Lage ist, eine intakte Zellmembran zu passieren. Für den Test wurden 5µl der in 
Medium resuspendierten Zellen in 45µl Medium verdünnt, in ein 1,5ml Reaktionsgefäß 
gegeben und mit 5µl Trypanblau-Lösung versetzt. Das Auszählen erfolgte in einer Zähl-
kammer nach NEUBAUER, in welcher alle vier Großquadrate ausgezählt wurden, und die 
Zellzahl nach folgender Formel berechnet wurde: 
 





x Verdünnungsfaktor x Kammerfaktor = Zellzahl/ml
 
(Kammerfaktor = 104, Verdünnungsfaktor = 10) 
 
Trypanblau-Lösung:  100ml ddH2O, 9g NaCl, 0,5g Trypanblaupulver, sterilfiltriert 
(s.f.) 
 
3.2.24 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
 
Zum Einfrieren wurden die Zellen nach Zentrifugation (800xg, 5min, 4°C) in Einfrier-
medium (FCS + 10% Dimethylsulfoxid (DMSO)) resuspendiert und in Kryovials überführt. 
Anschließend erfolgte ein schrittweises Abkühlen um 1°C pro Minute bis auf -80°C in 
einem Mr. Frosty Einfriergefäß (NUNC). Zur Wiederverwendung und Kultivierung wurde 
ein Kryovial ohne Verzögerung im Wasserbad bei 37°C  aufgetaut. Dabei war es 
entscheidend, die aufgetauten Zellen umgehend mit Standardmedium zu versetzen und 
das zelltoxische DMSO mittels Zentrifugation (800xg, 5min, 4°C) von den Zellen zu 





Zur histologischen Untersuchung von Kryoschnitten von Milz, Thymus und Tonsillen 
wurden Gewebestücke der frisch entnommenen Organe unter einer Sterilwerkbank von 
Heraeus (Herasafe KS18, Hanau) auf eine Größe von ca. 8 x 8 x 5mm mit einem Skalpell 
geschnitten. Anschließend wurden die Gewebestücke in 1xPBS geschwenkt und in 
Kimwipe-Tüchern (KIMWIPE, Kimberly-Clark Corporation, USA) getrocknet. In O.C.T. 
TissueTek (Sakura Finetechnical Co, Tokyo, Japan) und 15 x 15 x 5mm großen Cryomold 
Intermediate Kassetten (Sakura Finetechnical Co, Tokyo, Japan) folgte die luftblasenfreie 
Einbettung der Gewebe. Daraufhin wurden die Gewebe für 20min auf Trockeneis einge-
froren und bis zur weiteren Verwendung bei -80ºC gelagert. Nach Etablierung der 
Fixierungsmethode und Dicke der Gewebe (10µm, 12µm, 16µm und 20µm) wurden zur 
weiteren Charakterisierung 10µm dicke, serielle Schnitte der eingefrorenen Gewebe am 
Kryotom (JUNGCM 3000, Leica, Bensheim) auf einen Objektträger Superfrost®Plus 
(Thermo Scientific, Waltham, USA) gebracht und 2,5min in Aceton bei Raumtemperatur in 
Färbetrog-Glasschälchen (Roth) fixiert. Danach wurden die Schnitte für 12h im Dunkeln 
luftgetrocknet und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Für die eigentliche 
Immunfluoreszenzfärbung wurde das Gewebe für zweimal 5min in 1xPBS rehydriert und 
Material und Methoden 45 
 
 
der Objektträger vorsichtig mit Kimwipe-Tüchern um die Schnitte herum getrocknet. Die 
einzelnen Schnitte wurden mit einem Fettstift (locker marker, Daido Sangyo, Japan) 
eingekreist, um den Verlust der dort später aufzubringenden Flüssigkeit und eine Konta-
mination mit der Färbung auf dem nächstliegenden Gewebeschnitt zu minimieren. Zur 
Verhinderung einer unspezifischen Bindung biotinylierter Antikörper an zelluläres Biotin 
wurden die Gewebeschnitte zunächst in 50µl einer Streptavidin-Lösung für 15min auf 
einem Schwenkschüttler bei 50rpm und RT inkubiert. Nach dem Waschen in 1xPBS 
wurden die Schnitte mit 50µl einer Biotin-Lösung für 10min bei RT und 50rpm auf einem 
Schwenkschüttler gelagert. Abschließend wurde ein Waschschritt für 2min in 1xPBS 
durchgeführt und die Restflüssigkeit mithilfe von Kimwipe-Tüchern entfernt. Die Primär-
antikörper wurden in Antikörperpuffer verdünnt auf die Schnitte aufgetragen und alles in 
einem dunklen, feuchten Behältnis für mindestens 30min bei RT auf einem Schwenk-
schüttler inkubiert. Die Objektträger wurden anschließend dreimal 3min in 1xPBS 
gewaschen, die Restflüssigkeit mit Kimwipe-Tüchern entfernt und die Sekundärantikörper 
aufgetragen. Anschließend erfolgten nochmals ein Waschschritt von dreimal 3min, das 
Entfernen der Restflüssigkeit, sowie ggf. das Aufbringen der Tertiärantikörper. Abschlie-
ßend wurden die Gewebeschnitte dreimal 3min in 1xPBS gewaschen. Nach Einbettung in 
MOWIOL und dem Aufbringen des Deckgläschens, wurden die Proben mindestens 12h in 
Dunkelheit gelagert, um einem Verblassen der labilen Antikörper entgegenzuwirken. Am 
nächsten Tag erfolgte eine Auswertung der Färbungen an einem konfokalen Fluoreszenz-
mikroskop (ZEISS LSM700, Institut für Mikrobiologie und Hygiene, Universitätsklinikum 
Erlangen). Dieses Mikroskop besitzt drei Laser mit Wellenlängen von 488, 555 und 
639nm, wodurch drei Farben gleichzeitig analysiert werden können. 
 
1xPBS Puffer: 137,0mM NaCl, 10,0mM Na2PO4, 1,76mM KH2PO4, 2,7mM 
KCl, (Invitrogen) 
Humaner Serum Puffer: 5% Humanes Serum (LONZA, Lot Nr. 310-898-7025) in 
1xPBS 
Antikörperpuffer: 89% 1xPBS, 10% (BSA), 1% Fetales Kälberserum (FCS) 
lowIgG (Invitrogen, Lot Nr. 16250) 
MOWIOL: 6ml ddH2O, 6g Glycerin, 2,4g MOWIOL® 4-88 (Roth), 12ml 
Tris-HCl (pH=8,5), 0,1% 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DAB-
CO) 
Streptavidin-Lösung: 4 Tropfen Streptavidinreagenz (AbD Serotec, Düsseldorf) in 
1ml Humanem Serum Puffer 
Biotin-Lösung: 4 Tropfen Bitotinreagenz (AbD Serotec, Düsseldorf) in 1ml 




Dendritische Zellen (DCs) spielen eine wichtige Rolle in der initialen Immunantwort gegen 
mikrobielle und virale Erreger. Neben der sehr guten funktionellen Charakterisierung 
muriner DC-Subppopulationen liegen in neueren Untersuchungen nicht nur Informationen 
von humanen Monozyten-gereiften DCs, sondern auch von DC-Subpopulationen aus 
peripherem humanem Blut vor. Diese DC-Subpopulationen sind charakterisiert durch ihre 
fehlende Expression der sogenannten „lineage“ (Lin) Marker (CD3, CD19, CD56) und 
eine hohe Expression an HLA-DR (DZIONEK et al. 2000, THOMAS et al. 1993, 
FREUDENTHAL et al. 1990). Die Subpopulation der humanen mDC-1 DCs ist gekenn-
zeichnet durch die hohe Expression von BDCA1 (Blood derived Dendritic Cell Antigen) 
und CD11c. mDC-2 DCs werden im Blut durch eine hohe Expression von BDCA3 und 
eine eher niedrige bis fehlende Expression von CD11c beschrieben. pDCs können durch 
die gleichzeitige Expression von CD123, BDCA2 und BDCA4 definiert werden (siehe Abb. 
5, DZIONEK et al. 2000). Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten die im Blut vorhandenen 
Subpopulationen in humanen lymphoiden Geweben von Milz, Thymus und Tonsillen 
durch konfokale Mikroskopie untersucht werden. Weiterhin sollte die Expression promi-
nenter C-Typ-Lektinrezeptoren (hDCIR, DEC205, MMR, Langerin und DC-SIGN) in den 
verschiedenen humanen Geweben untersucht werden. Parallel sollten Varianten muriner 
und humaner C-Typ-Lektinrezeptoren (Clec9a, Dectin-1, Dectin-2 und Langerin) kloniert, 
in einer His-getaggten Version als Plasmid in HEK293T-Zellen transfiziert und lösliche 
C-Typ-Lektinrezeptoren als Protein produziert werden. Die löslichen Proteine sollten 
abschließend zur Antikörperproduktion bereitgestellt werden. 
 
4.1 Etablierung der Immunfluoreszenzmikroskopie an humanen Geweben 
 
Die spezifische Bindung von Antikörpern an Zielzellen in Gewebeschnitten und damit die 
Qualität der erhaltenen Bilder in der Immunfluoreszenz ist abhängig von der Gewebebe-
schaffenheit, der Dicke des Gewebes, sowie der Fixierung mit der die Gewebe zur 
Antikörperbindung vorbehandelt wurden. Ein erstes Ziel der hier vorliegenden Doktor-
arbeit war daher die Etablierung der Immunfluoreszenzmikroskopie humaner Gewebe an 
Milzschnitten (Abb. 8).  
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Gewebe in O.C.T. (-80ºC)
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Abb.8  Schematische Darstellung zur  Etablierung der Immunfluoreszenzmikroskopie 
 
Zur Immunfluoreszenzanalyse humanen Gewebes wurden humane Milzpräparate in O.C.T. 
Lösung eingebettet und bei -80°C eingefroren. Am Kr yotom wurden Gewebeschnitte von 10, 12, 16 
und 20µm Dicke angefertigt. A) Gewebeschnitte wurden 12h bei RT getrocknet, anschließend in 
Aceton fixiert und bei -20°C eingefroren. B) Gewebe schnitte wurden 12h bei RT getrocknet, bei 
-20°C gefroren und nach Auftauen in Aceton fixiert.  C) Gewebeschnitte wurden direkt in Aceton 
fixiert, 12h getrocknet und danach eingefroren (-20°C). A-C) Die Acetontemperatur (RT oder 
-20°C), sowie die Dauer der Acetonfixierung (30s, 1 min, 2,5min, 5min und 10min) variierten. Nach 
dieser Prozessierung wurde das Gewebe mit verschiedenen Konzentrationen an Antikörpern 
immunhistologisch gefärbt. 
 
Die in O.C.T. Tissue Tek eingebetteten und auf -80ºC gefrorenen humanen Milzstücke 
wurden in 10, 12, 16 und 20µm dicken Schnitten auf Objektträger aufgebracht. Insgesamt 
wurden drei verschiedene Fixierungsmethoden getestet. Die erste bestand darin, die 
Schnitte 12h zu trocknen, zu fixieren und bis zur weiteren Verwendung bei -20ºC 
einzufrieren (Abb. 8A). Weiterhin wurde geprüft, ob es zu einer verbesserten Färbung 
kam, wenn die Gewebeschnitte nach dem Trocknen zunächst eingefroren und erst kurz 
vor dem Färben fixiert wurden (Abb. 8B). Die dritte Fixierungsmethode beruhte auf einem 
Fixieren der Gewebeschnitte, einem 12-stündigen Trocknen und dem anschließenden 
Einfrieren (Abb. 8C). Die Acetonfixierungsdauer variierte von 30s bis hin zu 10min, wobei 
die Temperatur des Acetons bei -20°C bzw. RT lag (A bb. 8). Nachdem alle Varianten der 
Gewebeprozessierung am konfokalen Mikroskop mittels einer Konzentrationsreihe an 
CD3, CD19 und CD11c Antikörpern (Daten nicht gezeigt) ausgewertet wurden, kann 
festgehalten werden, dass das Schneiden der Gewebe in 10µm dicke Schnitte, die 
2,5-minütige Fixierung mit Aceton bei Raumtemperatur und die anschließende 
12-stündige Trocknung der Gewebe bei Raumtemperatur, in der besten Bindung der 
Antikörper (siehe Material und Methoden 3.2.3) an die Gewebe und der schärfsten 
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Auflösung resultierte (Daten nicht gezeigt). Zudem wurden parallel die entsprechenden 
Antikörperverdünnungen getestet und eine Antikörperverdünnung von 1:50 für Primär-
antikörper festgesetzt. Für die Amplifikation biotinylierter Antikörper wurde entweder 
Streptavidin (SA)-Cy3 oder SA-Dy649 in einer getesteten Verdünnung von 1:400 
verwendet. Das Signal der Phycoerythrin (PE)-gekoppelten Antikörper wurde mittels 
Ziege IgG α-PE (1:400) und Esel IgG α-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Die Verstärkung 
des Signales Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikörper erfolgte mit 
α-FITC-A488 (1:200) (Tab. 3). Um unspezifische Hintergrundsignale zu verringern, 
wurden vor dem Auftragen der Antikörper verschiedene Arten der Blockierung unspezi-
fischer Bindungsstellen im Gewebe getestet (Daten nicht gezeigt). Dabei konnte 
festgestellt werden, dass der Einsatz eines Fc-Blockes (Miltenyi) keine Vorteile für eine 
spezifischere Bindung der nachfolgend applizierten Antikörper zur Folge hat. Jedoch 
zeigte sich, dass neben dem Einsatz von Streptavidin/Biotin-Reagenzien auch das 
Blockieren der Gewebe mit humanem Serum unspezifische Signale in der Immun-
fluoreszenz minimieren konnte. Weiterhin wurden BSA (5%) und FCS (10%), verdünnt in 
PBS, als Verdünnungslösung für Antikörper und zur Blockierung unspezifischer Bindungs-
stellen im Gewebe verwendet. Alle zur Verfügung gestellten humanen Gewebe (Milz, 
Thymus und Tonsillen) wurden anschließend nach diesem Protokoll behandelt. 
 
4.1.1 Humane Milz 
4.1.1.1 Strukturgebende Färbungen 
 
Um einen Überblick über anatomische Gegebenheiten der Milz zu erhalten und bei 
seriellen Schnitten dieselbe Region wiederfinden zu können, wurden Immunfluoreszenz-
bilder mit strukturgebenden Markern angefertigt. Nach Titration der Antikörper (Daten 
nicht gezeigt) konnten CD19+ B-Zellen und CD3+ T-Zellen in der weißen Pulpa, CD11c+ 
DCs und CD11b+ Monozyten/Makrophagen vorwiegend in der roten Pulpa der humanen 
Milz (freundlicherweise bereitgestellt durch Prof. Arndt Hartmann, Pathologie, und durch 
das HLA-Labor, Medizinische Klinik V, Universitätsklinikum Erlangen) detektiert werden. 
Die Immunfluoreszenzaufnahmen zeigen, dass T-Zellen in einer breiteren Zone sichel-
förmig um die B-Zellfollikel angeordnet sind, und wenige T-Zellen diesen Follikel voll-
ständig umkreisen. In dieser Übergangszone von weißer zu roter Pulpa sind CD11b+ und 
CD11c+ Makrophagen, Monozyten und DCs lokalisiert (Abb. 9). Weiterhin waren CD11c+ 
Zellen nicht nur in der roten Pulpa, sondern auch innerhalb des B-Zellfollikels und in der 














Abb.9 Immunhistologische Färbungen von Kryoschnitte n humaner Milz 
 
Die 10µm dicken Kryoschnitte wurden zur Identifizierung der B-Zellfollikel und T-Zellzone mit 
α-CD19-A647 (1:50) und α-CD3-A488 (1:50) für 30min bei RT gefärbt (A, B). Gleichzeitig wurden 
entweder A) CD11c+ bzw. B) CD11b+ Zellen mittels biotinylierter Antikörper (CD11b-bio, 1:50 und 
CD11c-bio, 1:50) gefärbt. Zur Detektion der biotinylierten Antikörper wurden die Gewebeschnitte 
anschließend mit Streptavidin (SA)-Cy3 (1:400) inkubiert. Die exemplarisch durchgeführten Fär-
bungen (A, B) eines Spenders sind in einer 63-fachen Vergrößerung dargestellt und wurden ins-
gesamt an Milzpräparaten fünf verschiedener Spender durchgeführt. Der Maßstabsbalken ent-




Um DC-Subpopulationen in der humanen Milz zu charakterisieren, sollten zunächst die im 
Blut beschriebenen mDC-1 DCs, mDC-2 DCs und pDCs mit den dort verwendeten Mar-
kern untersucht werden (Abb. 5 MACDONALD et al. 2002, DZIONEK et al., 2000). Für die 
Darstellung der DC-Subpopulationen in der humanen Milz wurden serielle Milzschnitte 
fünf verschiedener Milzspender mit Antikörpern gegen CD11c, BDCA1, BDCA2, BDCA3 
und CD123 gefärbt und am konfokalen Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Dabei zeigte 
sich, dass CD11c+BDCA1+ mDC-1 DCs vor allem in der Marginalzone zwischen weißer 
und roter Pulpa sowie in der T-Zellzone lagen (Abb. 10A) und die zahlenmäßig größte 
DC-Subpopulation mit ca. 57 Zellen/800µm2 bilden (Abb. 10B). Die zweitgrößte Sub-
population mit 48 Zellen/800µm2 sind mDC-2 DCs, welche aufgrund der fehlenden bzw. 
sehr niedrigen Expression an CD11c schwieriger darzustellen waren (Abb. 10D). Zudem 
ist BDCA3 auch als Thrombomodulin bekannt, welches nicht nur auf DCs, sondern auch 
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auf CD11c-negativen Endothelzellen exprimiert ist (STEINIGER et al. 2001). Die 
CD11clowBDCA3+ mDC-2 DCs befanden sich hauptsächlich zirkulär in der Marginalzone 
und T-Zellzone angeordnet (Abb. 10C). Die CD11c-CD123+BDCA2+ pDCs, mit ca. 18 
Zellen/800µm2, zeigten eine Verteilung in der roten Pulpa (Abb. 10E, F). Weiterhin konnte 
in verschiedenen Immunfluoreszenzaufnahmen eine weitere pDC-2 (CD123-BDCA2+) 
Population identifiziert werden, die die zahlenmäßig geringste DC-Subpopulation mit nur 
1 Zelle/800µm2 darstellt (Abb. 10F). Die Funktion dieser möglichen pDC-2 DCs wird 

























































Abb.10 DC-Subpopulationen in humaner Milz   
 
Dargestellt sind Immunfluoreszenzaufnahmen von DC-Subpopulationen: A, B) CD11c+BDCA1+ 
mDC-1 DCs C, D) CD11clowBDCA3+ mDC-2 DCs und E, F) CD123+BDCA2+ bzw. CD123-BDCA2+ 
pDCs in humaner Milz. A, C, E) Darstellung der Immunfluoreszenzaufnahmen in 63-facher Ver-
größerung (linke Spalte, Maßstabsbalken beträgt 200µm) sowie detaillierte Einzelzelldarstellungen 
(rechte Spalte). B, D, F) Auszählung der jeweiligen Subpopulation von A) mDC-1 DCs, C) mDC-2 
DCs und E) pDCs auf einer Fläche von je 800µm2, wobei ein Punkt einer ausgezählten Immun-
fluoreszenzaufnahme entspricht. Es wurden je zwei bis vier Immunfluoreszenzbilder von jeweils 




4.1.1.3 Isotypkontrolle der BDCA-Antikörper in humaner Milz 
 
Um in der Immunfluoreszenz das Vorhandensein falsch positiver Signale, welche durch 
die Antikörperstruktur aufkommen könnten, auszuschließen, wurden Isotyp-Kontrollanti-
körper für die Antikörper BDCA1, BDCA2 und BDCA3 verwendet (Abb. 11). Dabei wurde 
für BDCA1 ein IgG2a-Antikörper aus der Maus mit identischem Konjugat (PE) eigesetzt 
(Abb. 11A, B). Für BDCA2 und BDCA3 wurde eine IgG1 Isotypkontrolle mit PE-Konjugat 
genutzt (Abb. 11C-F). Von seriellen Milzschnitten wurden BDCA-Antikörperfärbungen und 
dazugehörige Kontrollfärbungen angefertigt und am konfokalen Lasermikroskop, mit exakt 
identischen Einstellungen, gescannt.  
CD123 CD3 BDCA2CD11c CD3 BDCA1 CD11c CD3 BDCA3C)A) E)
CD123 CD3 IgG1CD11c CD3 IgG2a CD11c CD3 IgG1D)B) F)
 
Abb. 11 Isotypkontrolle der Antikörper BDCA1, BDCA2  und BDCA3 in der Milz 
 
Die 10µm dicken Kryoschnitte wurden mit zu testenden BDCA-Antikörpern (A, C, E) und Isotyp-
Kontrollantikörpern (B, D, F) 30min bei RT inkubiert. Für die Kontrolle von α-BDCA1-PE (A, 1:50) 
wurde ein α-IgG2a-Kontrollantikörper (B, 1:50), für α-BDCA2-PE (C 1:50) und α-BDCA3-PE (E, 
1:50) ein α-IgG1-Kontrollantikörper (D, F, 1:50) verwendet. PE-Signale wurden mittels Ziege IgG 
α-PE (1:400) sowie Esel IgG α-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Die Gewebeschnitte wurden 
zusätzlich mit α-CD123-bio (A, B 1:50) und SA-Dy649 (1:400), bzw. α-CD11c-FITC (C-F, 1:50) und 
α-FITC-A488 (1:200) gefärbt bzw. Signale amplifiziert. Beispiele von DC-Subpopulationen A) 
mDC-1 DCs, C) pDCs und E) mDC-2 DCs sind mit Pfeilen gekennzeichnet. CD3 wurde als struk-
turgebender Marker verwendet und Gewebeschnitte mit α-CD3-A488 (A, B, 1:50) bzw. α-CD3-
A647 (C-F, 1:50) gefärbt. Der Maßstabsbalken entspricht einer Größe von 200µm. 
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Nach Auswertung der Bilder zeigten die Kontrollfärbungen für BDCA3 und BDCA2 keine 
Färbung, wodurch die jeweiligen Antikörper im humanen Milzgewebe als spezifisch be-
zeichnet werden können (Abb. 11B, F). Die BDCA1-Kontrolle zeigte im Gegensatz dazu 
eine Färbung sehr vieler Zellen (Abb. 11B), die jedoch eine andere Struktur aufwiesen, als 
jene Zellen die nur für den BDCA1-Antikörper positiv gefärbt wurden (Abb. 11A, B). 
Weiterhin gab es im Vergleich zur Antikörperbindung von BDCA1 an mDC-1 DCs keine 
doppelt positiven Signale von IgG2a mit CD11c. Dies spricht für eine Bindung des 





Neben der Analyse der DC-Subpopulationen sollte auch untersucht werden, welche 
C-Typ-Lektinrezeptoren in der humanen Milz exprimiert werden. Dazu wurden die 
kommerziell verfügbaren Lektinrezeptor-Antikörper für Langerin (CD207), DC-SIGN 
(CD209), MMR (CD206) und DEC205 (CD205) sowie der von Gordon Heidkamp 
produzierte monoklonale Antikörper gegen hDCIR (15E12) (HEIDKAMP et al. 2010) 
verwendet (Abb. 12A-E). 
Die Auswertung der Immunfluoreszenzbilder zeigte, dass DC-SIGN+ Zellen vor allem in 
der roten Pulpa, außerhalb des Milzfollikels, zu finden sind (Abb. 12A, links). Weiterhin 
konnten zwei unterschiedliche Zelltypen identifiziert werden: CD11c+DC-SIGN+ sowie 
CD11c-DC-SIGN+ Zellen (Abb. 12A, rechts). Die Expression von DEC205 hingegen 
beschränkte sich vor allem auf Zellen innerhalb des Milzfollikels (Abb. 12B, links). Diese 
waren sowohl DEC205+ als auch CD11c+ (Abb. 12B, rechts). Die DCIR+ Zellen zeigten 
eine allgemeine Verteilung in der roten Pulpa und waren entweder CD11c+ oder CD11c- 
(Abb. 12C). Eine Expression von MMR war auf vielen Zellen der roten Milzpulpa zu sehen 
(Abb. 12D, links). Vereinzelt waren CD11c+MMR+ Zellen in der Marginalzone vorhanden 
(Abb. 12D, rechts). Langerin+ Zellen waren ausschließlich außerhalb des Follikels lokali-











Abb. 12 C-Typ-Lektinrezeptor-Expression in humaner Milz 
 
Die Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren wurde durch die Färbung von 10µm dicken 
Kryoschnitten humaner Milz untersucht. Folgende Antikörper wurden verwendet A) α-DC-SIGN-bio 
(1:50) und Streptavidin-Cy3 (1:400), B) α-DEC205-PE (1:50), C) α-hDCIR-A647 (1:50), D) α-MMR-
PE (1:50), E) α-Langerin-A488 (1:50). Zusätzlich wurden die Gewebeschnitte mit dem struktur-
gebenden Antikörper CD3 mit α-CD3-A488 (B-D, 1:50) oder α-CD3-A647 (A, E 1:50) gefärbt. 
CD11c+ Zellen wurden mittels α-CD11c-bio (B, C, E 1:50) und SA-Dy649 (1:400) bzw. SA-Cy3 
(1:400) oder α-CD11c-FITC (A, D 1:50) und α-FITC-A488 (1:200) gefärbt. Die Antikörper wurden 
30min bei RT auf den Gewebeschnitten inkubiert. PE-Antikörper wurden mit Ziege IgG α-PE 
(1:400) und Esel IgG α-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Gezeigt werden A-E) links: Milzfollikel, 
umliegendes Gewebe in 63-facher Vergrößerung sowie A-E) rechts: detaillierte Einzelzell-
darstellungen der C-Typ-Lektinrezeptor-positiven Zellen. Der Maßstabsbalken entspricht einer 
Größe von 200µm.  
 
Zusammenfassend konnten die im Blut beschriebenen drei bekannten DC-Subpopulatio-
nen in der Milz identifiziert und eine mögliche pDC-2 DC-Subpopulation durch Immun-
fluoreszenz dargestellt werden. Die Isotypkontrollen von BDCA2 und BDCA3 zeigten wie 
erwartet keine Färbung. Interessanterweise zeigte die IgG2a-Isotypkontrolle eine Färbung 
von Milzzellen in anderen Regionen als die BDCA1-Färbung, was auf eine Bindung an 
potentiell spezifisch exprimierte Fc-Rezeptoren in der Milz hindeuten kann (unveröffent-
lichte Daten, Gordon Heidkamp). Alle getesteten C-Typ-Lektinrezeptoren konnten im 
Gewebe der humanen Milz identifiziert werden. Zum Teil wurde eine Co-Lokalisation von 




4.1.2 Humaner Thymus 
4.1.2.1 Strukturgebende Färbungen 
 
Zur Identifizierung anatomischer Strukturen im humanen Thymus wurden, wie in der Milz, 
zuerst Färbungen mit strukturgebenden Markern angefertigt. Hierfür wurden Antikörper 
gegen CD3, CD4, CD8, CD11c, CD11b und TROMA1 auf seriellen, 10µm dicken Thymus-
schnitten verwendet (Thymus freundlicherweise bereitgestellt durch Prof. Cesnjevar, 
Kinderklinik, Chirurgische Abteilung, Universitätsklinikum Erlangen). Die Immunfluores-
zenzen bestätigten, dass sowohl CD3 als auch CD4 von Thymozyten in Kortex und 
Medulla exprimiert werden (Abb. 13A-D). Weiterhin waren CD11c+CD4+ Zellen in der 
medullären Zone zu sehen (Abb. 13B). Nach Auswertung der Bilder konnte CD8 als 
Marker für kortikale T-Zellen im Thymus detektiert werden (Abb. 13A). Kortikale sowie 
medulläre Epithelzellen wurden durch TROMA1, welches gegen Zytokeratin-8 gerichtet 
ist, angefärbt (Abb. 13D). CD11c+ Zellen waren vor allem in der Medulla vorhanden und 
ordnen sich zirkulär um das Hassall-Körperchen an (Abb. 13A-C). Dies diente als Orien-
tierungshilfe und Differenzierung von Medulla und Kortex. MHC-II exprimierende HLA-DR+ 
Zellen waren vor allem in der Medulla lokalisiert, aber auch medulläre und kortikale 
Epithelzellen konnten als HLA-DR+ identifiziert werden (Abb. 13C). CD11b+ Zellen zeigten 





















Abb. 13 Immunhistologische Färbungen von humanem Th ymus 
 
10µm dicke serielle Kryoschnitte wurden zur Identifizierung von Kortex und Medulla mit α-CD3-
A647 (1:50), α-CD4-FITC (1:50) und α-CD8-FITC (1:50) für 30min bei RT inkubiert. Signale von 
CD4 bzw. CD8 wurden mit α-FITC-A488 (1:200) für 30min bei RT amplifiziert. A-D) CD11c+ 
(α-CD11c-bio, 1:50) und CD11b+ (α-CD11b-bio, 1:50) Zellen wurden mittels biotinylierter Antikörper 
inkubiert und mit dem Sekundärantikörper Streptavidin-Cy3 (1:400) gefärbt. D) TROMA1 (Ratte 
IgG, 1:50) wurde zur Färbung von Epithelzellen eingesetzt und mit Maus IgG α-Ratte-FITC (1:200)  
sowie α-FITC-A488 (1:400) amplifiziert. E) HLA-DR-A488 (1:50) zeigt alle APCs, welche MHC-II 
exprimieren. Die Immunfluoreszenzaufnahmen A-D) wurden exemplarisch an einem Spender 
durchgeführt und sind in 63-facher Vergrößerung dargestellt. Der Maßstabsbalken entspricht einer 





Auch im humanen Thymus wurden Färbungen zur Charakterisierung der DC-Subpopula-
tionen angefertigt. Hierbei sollte herausgefunden werden, ob die im Blut vorhandenen DC-
Subpopulationen ebenfalls im Thymus präsent sind (Abb. 5, MACDONALD et al. 2000, 
DZIONEK et al. 2002). Folgende Marker wurden dabei verwendet: BDCA1, BDCA2, 
CD11c, CD123 und CD26 anstatt BDCA3. Zusätzlich wurden die Immunfluoreszenzauf-
nahmen vier verschiedener Thymusspender nach den DC-Subpopulationen untersucht 
und die Zellen auf einer Fläche von 800µm2 ausgezählt. 
Nach Auswertung der Bilder zeigten sich mDC-1 DCs als CD11c+BDCA1+ Zellen vor 
allem in der Medulla, der Übergangszone von Kortex zu Medulla und vereinzelt im Kortex 
(Abb. 14A). Sie stellen die zweithäufigste DC-Subpopulation mit einem Mittelwert von ca. 
56 Zellen/800µm2 dar (Abb. 14B). Auf der Suche nach einer Alternative für den BDCA3-
Antikörper, welcher durch eine unspezifische Bindung an Thrombomodulin charakterisiert 
ist, wurde CD26 von Gordon Heidkamp als Marker zur Detektion der mDC-2 DCs im 
Thymus per FACS-Analyse identifiziert (STEINIGER et al. 2001, HEIDKAMP et al. 
Manuskript (2) in Vorbereitung). Durch die Expression von CD26 und CD11c konnten 
mDC-2 DCs als die am spärlichsten auftretende Subpopulation (26 Zellen/800µm2) ver-
einzelt in der Medulla lokalisiert werden (Abb. 14C, D). Des Weiteren waren pDCs als pro-
minenteste Population (Mittelwert von 58 Zellen/800µm2) im Thymusmark vorhanden und 
durch die Oberflächenantigene CD123 und BDCA2 identifizierbar (Abb. 14E, F). Eine 







































































Abb. 14 DC-Subpopulationen im humanen Thymus  
 
Immunfluoreszenzaufnahmen von 10µm dicken Kryoschnitten des humanen Thymus zur 
Identifizierung von DC-Subpopulationen A) mDC-1 DCs: CD11c+BDCA1+ C) mDC-2 DCs: 
CD11clowCD26+ und E) pDCs: CD123+BDCA2+. Die Schnitte wurden zusätzlich mit A, E) Ratte IgG 
α-TROMA1 (1:50) sowie α-Ratte-FITC (1:200) und α-FITC-A488 (1:200) oder C) α-CD3-A647 
(1:50) gefärbt. Dargestellt sind Aufnahmen eines Spenders mit einer Gewebefläche von ca. 
800µm2 (A-C, linke Spalte) in 63-facher Vergrößerung, sowie detaillierte Einzelzelldarstellungen 
der jeweiligen Subpopulation (mittlere Spalte). Von vier Spendern wurden je zwei bis vier Immun-
fluoreszenzaufnahmen angefertigt, DC-Subpopulationen auf einer Fläche von 800µm2 ausgezählt 
und ein Mittelwert errechnet, wobei ein Punkt einer ausgezählten Immunfluoreszenzaufnahme 




4.1.2.3 Isotypkontrollen der BDCA-Antikörper im Thymus 
 
Eine Kontrolle der BDCA-Antikörper wurde ebenfalls im Thymus durchgeführt, um auch in 
diesem Gewebe falsch positive Signale detektieren zu können. Die Kryoschnitte wurden 
mit den Antikörpern BDCA1-PE und BDCA2-PE gefärbt (Abb. 15A, C). Gleichzeitig wurde 
für BDCA1 eine Färbung mit dem Isotypantikörper IgG2a-PE (Maus) und für BDCA2 eine 
Färbung mit IgG1-PE (Maus) vorbereitet (Abb. 15B, D). 
CD11c TROMA1 IgG2aCD11c TROMA1 BDCA1A) B)
CD11c CD3 BDCA2 CD11c CD3 IgG1C) D)
 
Abb. 15 Isotypkontrolle der Antikörper BDCA1-PE und  BDCA2-PE im Thymus 
 
Dargestellt sind Immunfluoreszenzaufnahmen von 10µm dicken Kryoschnitten eines humanen 
Thymus nach Färbung mit A) BDCA1-PE (1:50), B) IgG2a-PE (1:50), C) BDCA2-PE (1:50) sowie 
D) IgG1-PE (1:50) für 30min bei RT. Signale der PE-Antikörper wurden mit Ziege IgG α-PE (1:400) 
und Esel IgG α-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Zusätzlich wurden alle Gewebeschnitte mit A-D) 
α-CD11c-FITC (1:50) und α-FITC-A488 (1:200) gefärbt. Des Weiteren wurden die Gewebe mit A, 
B) Ratte IgG α-TROMA1 (1:50) sowie α-rat-FITC (1:200) und α-FITC-A488 (1:200) bzw. C, D) 
α-CD3-A647 (1:50) gefärbt. Der Maßstabsbalken entspricht einer Größe von 200µm. 
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Alle Antikörper wurden in der gleichen Konzentration eingesetzt und mit α-PE-goat (1:400) 
und α-goat-Dy549 (1:200) amplifiziert. Signale der Antikörperfärbungen sowie Kontroll-
färbungen wurden am konfokalen Lasermikroskop mit den gleichen Einstellungen abgele-
sen, um die Auswertung der Bilder nicht zu verfälschen. Es zeigte sich, dass BDCA1 im 
gesamten Kortex und vereinzelt auch auf CD11c+ Zellen vorhanden war (Abb. 15A, 
HEIDKAMP et al. Manuskript (1) in Vorbereitung). Der IgG2a-PE Antikörper hingegen gab 
ein schwaches Signal auf einigen vereinzelten CD11c-negativen Zellen im Thymus wieder 
(Abb. 15B). Im Thymusmark waren solitäre BDCA2+ Zellen zu sehen (Abb. 15C). Diese 
waren wiederum in der IgG1-Isotypkontrollfärbung nicht vorhanden (Abb. 15D). 
Abschließend können dadurch im Thymus sowohl BDCA1 als auch BDCA2 als spezifisch 
bezeichnet werden. Durch die Kontrollfärbungen konnte gezeigt werden, dass sie keine 




Um herauszufinden, wie die Verteilung und Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren sich 
im humanen Thymus darstellt, wurden Kryoschnitte mit den verfügbaren Antikörpern 
gefärbt. Verwendet wurden Antikörper gegen DC-SIGN (CD209), DEC205 (CD205), DCIR 
(15E12), MMR (CD206) sowie Langerin (CD207) (Abb. 16A-E). Nach der Färbung der 
Gewebe erfolgte die Auswertung der Bilder am konfokalen Mikroskop. Dabei konnte 
festgestellt werden, dass CD11c+DC-SIGN+ Zellen sowohl in der Medulla, als auch im 
Kortex des Thymus vorhanden sind (Abb. 16A). Ebenso waren CD11c-DC-SIGN+ Zellen 
im Gewebe verteilt. DEC205 stellt einen im Thymus weit verbreiteten Oberflächenmarker 
dar, da er sowohl von DCs als auch von Thymozyten und Epithelzellen exprimiert wird 
(Abb. 16B). Die Expression von DCIR war im Thymusmark nur vereinzelt auf CD11c-
negativen Zellen zu erkennen (Abb. 16C). MMR konnte verteilt auf kortikalen Zellen und 
im umliegenden Bindegewebe lokalisiert werden. In der Medulla waren solitäre 
CD11c+MMR+ Zellen anzufinden (Abb. 16D). Langerin konnte nicht nachgewiesen 











Abb. 16 C-Typ-Lektinrezeptor-Expression im humanen Thymus 
 
Dargestellt sind C-Typ-Lektinrezeptor-Färbungen eines humanen Thymus. A) α-DC-SIGN-bio 
(1:50), B) α-DEC205-PE (1:50), C) α-hDCIR-A488 (1:50), D) α-MMR-PE (1:50) und E) α-Langerin-
A488 (1:50) wurden jeweils mit α-CD3-A647 (1:50) sowie B-E) α-CD11c-bio (1:50) und Strept-
avidin-Cy3 (1:400) bzw. A) α-CD11c-FITC (1:50) und α-FITC-A488 (1:200) für 30min bei RT auf 
den Gewebeschnitten inkubiert. Gezeigt werden eine Fläche von je 800µm2 in 63facher 
Vergrößerung (A-E, oben), sowie detaillierte Einzelzelldarstellungen von C-Typ-Lektinrezeptor-
exprimierenden Zellen. Der Maßstabsbalken entspricht einer Größe von 200µm.  
 
Zusammenfassend konnten alle DC-Subpopulationen des peripheren Blutes auch im 
Thymus lokalisiert werden. mDC-2 DCs ließen sich durch den Marker CD26 spezifisch 
detektieren. Die durchgeführten Isotypkontrollen der Antikörper BDCA1 und BDCA2 
zeigten keine falsch positiven Signale und die Bindung dieser Antikörper im Thymus kann 
somit als spezifisch angesehen werden. C-Typ-Lektinrezeptor-positive Zellen waren 





4.1.4 Humane Tonsillen 
Zur Charakterisierung anatomischer Gewebestrukturen humaner Tonsillen (freundlicher-
weise bereitgestellt durch Prof. Iro, HNO-Klinik, Universitätsklinikum Erlangen) wurden, 
wie mit den Geweben zuvor, zuerst Färbungen mit strukturgebenden Markern angefertigt. 
Danach waren CD19+ Zellen als großer Follikel im Gewebe zu erkennen. Sowohl 
innerhalb als auch außerhalb des Follikels waren CD11c+ Zellen vorhanden. T-Zellen 
(CD3+) waren als breite Schicht außerhalb und als Umrandung des B-Zellfollikels 
erkennbar (Abb. 17). 
CD3 CD19 CD11cCD3 CD19 CD11c
 
Abb. 17 Immunhistologische Färbung humaner Tonsille n 
 
Gezeigt werden Immunfluoreszenzaufnahmen humaner Tonsillen in 63facher Vergrößerung, nach 
der Färbung mit spezifischen, strukturgebenden Antikörpern. Zur Identifizierung des B-Zellfollikels 
wurde der Antikörper α-CD19-A647 (1:50) und für die T-Zellzone der Antikörper α-CD3-A488 (1:50) 
für 30min bei RT auf dem Gewebe inkubiert. Ein biotinylierter CD11c-Antikörper (α-CD11c-bio, 
1:50) sowie SA-Cy3 (1:400) wurden zur Detektion CD11c+ Zellen verwendet. Der Maßstabsbalken 
entspricht einer Größe von 200µm. 
 
Zur Charakterisierung der DC-Subpopulationen in humanen Tonsillen wurden folgende 
Marker, unter Berücksichtigung der im peripheren Blut vorhandenen DCs, verwendet: 
CD11c, CD123, BDCA1, BDCA2, BDCA3 sowie CD3 als strukturgebender Marker 
(MACDONALD et al. 2002, DZIONEK et al. 2000). Hierbei konnte festgestellt werden, 
dass CD11c+BDCA1+ mDC-1 DCs kreisförmig um den B-Zellfollikel angeordnet waren. 
(Abb. 18A). Ebenso wie CD123+BDCA2+ pDCs waren CD11clowBDCA3+ mDC-2 DCs 




























Abb.18 DC-Subpopulationen in humanen Tonsillen   
 
Immunfluoreszenzaufnahmen von DC-Subpopulationen: Färbungen von A) CD11c+BDCA1+  mDC-
1 DCs C, B) CD11clowBDCA3+ mDC-2 DCs und C) CD123+BDCA2+ pDCs wurden von 10µm 
dicken Kryoschnitten angefertigt. A-C) Darstellung der Immunfluoreszenzaufnahmen in 63-facher 
Vergrößerung (linke Spalte, Maßstabsbalken beträgt 200µm) sowie detaillierte Einzelzelldar-
stellungen (rechte Spalte). α-CD3-A647 (1:50) wurde bei allen Färbungen als strukturgebender 
Marker verwendet. PE-Antikörper (α-BDCA1-, α-BDCA2- und α-BDCA3-PE) (1:50) wurden mit 
Ziege IgG α-PE (1:400) sowie Esel IgG α-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Die Signale von 




Zusätzlich wurden Isotypkontrollen der PE-Antikörper (BDCA1, BDCA2 und BDCA3) 
durchgeführt. Hierzu wurden Isotyp-Antikörper desselben Konjugats (PE) und Typs 
(Maus) verwendet. Nach Auswertung der Färbungen am konfokalen Mikroskop können 
die Antikörper BDCA2 und BDCA3 in humanen Tonsillen als spezifisch bezeichnet 
werden, da die Isotypkontrolle (IgG1) keine Signale wiedergab (Abb. 19A, B, E, F). Die 
Isotypkontrolle des Antikörpers BDCA2 (IgG2a) zeigte eine Bindung an sehr viele Zellen 
(Abb. 19C, D). Dennoch konnten keine doppelt positiven Zellen (IgG2a+CD11c+) detektiert 
werden, was für eine Bindung des Isotyp-Antikörpers an andere Zellstrukturen, 








E) CD11c CD3 BDCA3
F) CD11c CD3 IgG1
 
Abb. 19 Isotypkontrolle der Antikörper BDCA1, BDCA2  und BDCA3 in humanen Tonsillen 
 
Die 10µm dicken Kryoschnitte wurden mit den zu testenden BDCA-Antikörpern (A, C, E) und 
Isotyp-Kontrollantikörpern (B, D, F) 30min bei RT inkubiert. Für die Kontrolle von α-BDCA1-PE (C, 
1:50) wurde ein IgG2a-Antikörper (D, 1:50), für α-BDCA2-PE (A, 1:50) und α-BDCA3-PE (E, 1:50) 
wurde ein IgG1-Kontrollantikörper (B, F, 1:50) verwendet. PE-Signale wurden mittels Ziege IgG 
α-PE (1:400) sowie Esel IgG α-Ziege-Dy549 (1:200) amplifiziert. Gewebeschnitte wurden zusätz-
lich mit A, B) α-CD123-bio (1:50) und SA-Dy649 (1:400) bzw. C-F) α-CD11c-FITC (1:50) und 
α-FITC-A488 (1:200) gefärbt. Zusätzlich wurde CD3 als strukturgebender Marker verwendet, und 
die Gewebe mit α-CD3-A488 (A, B, 1:50) bzw. α-CD3-A647 (C-F, 1:50) gefärbt. Die Immunfluores-
zenzen sind in 63facher Vergrößerung dargestellt, wobei der Maßstabsbalken einer Größe von 




Zusammenfassend konnte mithilfe der Immunfluoreszenzanalyse humaner Gewebe fest-
gestellt werden, dass sowohl in Milz und Thymus, als auch in Tonsillen alle drei DC-
Subpopulationen des peripheren Blutes mit den gleichen Markern detektiert werden 
können (mDC-1, mDC-2 und pDC) (DZIONEK et al. 2000, MACDONALD et al. 2002). 
Eine zusätzliche Population (pDC-2: CD11c-CD123+BDCA2+) konnte in der humanen Milz 
identifiziert werden, deren Funktion momentan in der Arbeitsgruppe intensiv untersucht 
wird. Des Weiteren wurde die Expression der C-Typ-Lektinrezeptoren beschrieben. Im 
Gegensatz zur spezifischen Expression von murinem DCIR2 auf CD11c+CD8- DCs sowie 
murinem DEC205 auf CD11c+CD8+ DCs konnte ein solch spezifisches Vorhandensein der 
untersuchten C-Typ-Lektinrezeptoren auf DC-Subpopulationen in humaner Milz und 
Thymus nicht festgestellt werden. Die C-Typ-Lektinrezeptoren in diesen Geweben zeigte 
sich als weit verbreitet und ein spezifischer Rezeptor konnte mit den verwendeten 
Antikörpern keiner bestimmten DC-Subpopulation zugeordnet werden. 
 
 
4.2 Produktion löslicher C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine 
 
Für eine zukünftige therapeutische Antigenbeladung Dendritischer Zellen in vivo ist es 
notwendig, Antikörper zu produzieren, die sehr spezifisch an Endozytoserezeptoren auf 
DC-Subpopulationen binden und anschließend internalisiert werden. Um Antikörper 
gegen die extrazellulären Domänen von C-Typ-Lektinrezeptoren generieren zu können, 
sollten Protein-Varianten der C-Typ-Lektinrezeptoren ohne Transmembrandomäne in 
eukaryotischen Zellen produziert werden. Für die Klonierung der extrazellulären Domänen 
der C-Typ-Lektinrezeptoren sollten vor der Insertion dieser extrazellulären Domänen 
zunächst geeignete Restriktionsschnittstellen im Expressionsvektor eingefügt bzw. 
geändert werden. Um die starke Glykosylierung, die möglicherweise für die erfolgreiche 
Antikörperproduktion notwendig ist, gewährleisten zu können, sollten die für die löslichen 
C-Typ-Lektinrezeptoren kodierenden Plasmide anschließend in eukaryote HEK293T-
Zellen transfiziert werden. Die in den Überstand sekretierten Proteine sollten aufgereinigt 




4.2.1 Eliminierung einer Xba-I Restriktionsschnittstelle im Vektor pcDNA3.1 
 
Um jeweils murines und humanes Dectin-1, Dectin-2, Clec9a und Langerin über die 
Schnittstellen XbaI und NotI in den Expressionsvektor pcDNA3.1 klonieren zu können, 
musste in diesem Vektor zunächst eine zweite XbaI-Schnittstelle auf der 3’ Seite (Abb. 
20A, rechts) deletiert werden. Der eingesetzte Vektor 733 wurde von Gordon Heidkamp 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Im Plasmid 733 lagen bereits eine lösliche 
Variante von humanem C-Typ-Lektinrezeptor hClecSF6/DCIR, ein His-Tag und ein 













5‘ TCTAGA   3‘
3‘ AGATCT   5‘
5‘ GCTAGC   3‘







Abb. 20 Eliminierung einer Xba-I Schnittstelle im E xpressionsplasmid pcDNA3.1-
hClecSF6/hDCIR His 
 
A) Plasmid 733 besteht aus dem Gerüst des Vektors pcDNA3.1 und beinhaltet zusätzlich folgende 
Komponenten: EcoRI-Schnittstelle, His-Tag, (G4S)2-Linker, XbaI-Schnittstelle, hClecSF6 als 
extrazelluläre Domäne, NotI- und XbaI-Schnittstelle. B) Das neu entstandene Plasmid 986 stellt ein 
modifiziertes Plasmid 733 dar mit gleichem Grundgerüst, aber folgender Veränderung: EcoRI-
Schnittstelle, His-Tag, (G4S)2-Linker, XbaI-Schnittstelle, hClecSF6 (extrazelluläre Domäne) und 
abschließender NotI-Schnittstelle. C) XbaI-Sequenz (TCTAGA) und NheI-Sequenz (GCTAGC) 
ergänzen sich nach Verdau und Ligation fast vollständig und können somit fusionieren (XbaI und 
NheI). Die Schnittstelle ist jedoch damit eliminiert. 
 
Für die Deletion der XbaI-Schnittstelle wurde ein Oligonukleotidlinker verwendet. Dieser 
bestand aus EcoRI - His-Tag - (G4S)2 – XbaI – Stop - NotI – NheI und wurde durch ein 
Annealing der komplemantären DNA-Seqeunzen des Oligolinkers hergestellt (Tab. 4, 
Nr. 19, 20). Nach Verdau des alten Vektors 733 (Abb. 20A) mit EcoRI und XbaI wurde der 
Vektor mit dem Oligolinker ligiert, und das eliminierte Insert des Vektors 733 (EcoRI - His-
Tag - (G4S)2 – XbaI – hClecSF6/hDCIR - NotI – XbaI) durch den Oligolinker ersetzt 
(Tab 4, Nr. 19, 20). Dabei kam es zur Fusion der EcoRI-Schnittstellen am 5’ und der XbaI- 
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mit der NheI-Schnittstelle am 3’ Ende (Abb. 20C). Die XbaI-Schnittstelle konnte nach der 
Fusion mit NheI nicht erneut verdaut werden. Die Schnittstelle war somit eliminiert 
(Abb 20C). Nach Überprüfung der entstandenen DNA-Sequenz und Einfügen der C-Typ-
Lektinrezeptor-DNA von hClecSF6 über die Schnittstellen XbaI und NotI-HF konnte der 





Um die extrazellulären Domänen der murinen und humanen C-Typ-Lektinrezeptoren 
Dectin-1, Dectin-2, Clec9a und Langerin zu klonieren, wurden mittels PCR jeweils 
Signalpeptid (IgG-SP), extrazelluläre Region und Hinge-Region der C-Typ-Lektinrezep-
toren aus bereits vorhandenen Plasmiden (bereitgestellt von Gordon Heidkamp) oder 
frisch gewonnenen RNA/cDNA Proben amplifiziert (s. Tab 5). Für murine Rezeptoren 
wurde jeweils nur ein PCR-Produkt, für humane Rezeptoren je drei PCR-Produkte unter-
schiedlicher Länge eines Rezeptors hergestellt (Abb. 21A-K). Bei letzteren variierte dabei 
lediglich die Länge der Hinge-Region und somit der Abstand zur Transmembrandomäne. 
Die Größe der C-Typ-Lektin-Domäne (CLEC) blieb konstant. Die Rezeptor-DNA von 
mClec9a startete bei Aminosäure 88 und endete bei AS 270 (Abb. 21A, B). Lösliches 
mDectin-1 reichte von Aminosäure 101 bis 270, mDectin-2 von Aminosäure 49 bis 258. 
Der vierte murine Rezeptor war mLangerin, (AS 88-351) (Abb. 21A, B). 
Zur Klonierung der extrazellulären Domänen humaner C-Typ-Lektinrezeptoren wurden 
jeweils mehrere Versionen hergestellt. Dabei wurden nachfolgende Konstrukte kloniert: 
hClec9a (AS 245, AS 263, AS 293) (Abb. 21C, D), hDectin-1 (AS 128, AS 146, AS 170) 
(Abb. 21E, F), hDectin-2 (AS 83, AS 112, AS 146) (Abb. 21G, H) und hLangerin (AS 17, 
AS 143, AS 205) (Abb. 21I, K). Durch das Einfügen von Schnittstellen (XbaI und NotI) in 
die Primersequenzen konnte die amplifizierte DNA mit den Restriktionsenzymen XbaI und 
NotI-HF verdaut und in den Vektor 986 ligiert werden. Die erfolgreich klonierten Plasmide 



























































































































































































Abb. 21 C-Typ-Lektinrezeptor-DNA im Vektor 986 
 
Zu sehen sind A, C, E, G, I) verschiedene humane und murine C-Typ-Lektinrezeptoren mit unter-
schiedlicher Länge der Hinge-Region und C-Typ-Lektindomäne (CLECT), sowie B, D, F, H, J) die 
gelelektophoretische Auftrennung eines Testverdaus (XbaI-NotI-HF) dieser DNA-Varianten im 
Vektor 986 im 2%-igen Agarosegel. Als Marker wurden pro Gel 7µl des DNA-Längenstandards „2-
log DNA“ der Firma MBI Fermentas verwendet. A) mClec9a (AS 88-270) mit CLECT (AS 142-270) 
ist mit einer Größe B) von 549bp im Agarosegel zu sehen. mDectin-1 (AS 101-270) mit CLECT (AS 
149-270) B) läuft auf einer Höhe von 510bp. B) mDectin-2 (AS 49-258) mit CLECT (AS126-258) ist 
399bp groß. mLangerin (AS 88-351) mit CLECT (AS 217-315) ist im Agarosegel mit 792bp 
erkennbar. C) Unterschiedliche Start-AS (245, 263 und 293) des Rezeptors hClec9a mit CLECT 
(AS 299-419) sind als D) hClec9a (AS 293): 381bp, hClec9a (AS 263): 471bp und hClec9a (AS 
245): 525bp zu sehen. E) hDectin-1 mit CLECT (AS 182-310) und verschiedenen Längenvarianten 
(AS 128, 146 und 170) sind F) im Testverdau wiederzufinden: hDectin-1 (AS 128): 549bp, hDectin-
1 (AS 146): 495bp und hDectin-1 (AS 170): 459bp. G) hDectin-2 mit CLECT (AS 118-249) und 
verschiedenen Größenvarianten der Hinge-Region (AS 83, 112 und 146) sind H) im Agarosegel zu 
sehen als hDectin-2 (AS83): 501bp, hDectin-2 (AS 112): 414bp und hDectin-2 (AS 146): 312bp. I) 
hLangerin mit CLECT (AS 210-344) und drei Längenvarianten (AS 17, 143 und 205) nach K) 
elektrophoretischer Auftrennung erkennbar als: hLangerin (AS 143): 606bp, hLangerin (AS 205): 
420bp und hLangerin (AS 17): 987bp. 
 
4.2.3 Transfektion von HEK293T-Zellen und Proteinelution 
 
Um lösliche Proteine der klonierten C-Typ-Lektinrezeptor-DNA zu erhalten, wurden die 
hergestellten Plasmide (Tab. 6) in HEK293T-Zellen transfiziert. Nach 5-7 Tagen wurde 
der Überstand mit den darin sezernierten Proteinen abgenommen, sterilfiltriert und mit 
Ammoniumsulfat gefällt. Proteine wurden in 1xPBS resuspendiert, dialysiert und mit 
Ni-NTA Beads versetzt. Diese sind in der Lage, 6xHis-Tag tragende Proteine zu binden. 
Anschließend wurden die Ni-NTA Beads mit dem gebundenen Protein zentrifugiert und 
über einer Polyprep Chromatographie-Säule (BioRad) in Fraktionen mittels Imidazol 
eluiert. Nun erfolgte eine Detektion der Proteine in den eluierten Fraktionen durch ein 
SDS-Coomassie-Gel (Abb. 22). 
Zur Überprüfung der verwendeten Reagenzien und Techniken wurde der ursprüngliche 
Vektor 733 und veränderter Vektor 986, beide mit hClecSF6 als Insert, transfiziert, eluiert 
und mittels SDS-PAGE ausgewertet (Abb. 22A, B). Das Plasmid 733 wurde bereits von 
Gordon Heidkamp erfolgreich in HEK293T-Zellen transfiziert und hClecSF6/hDCIR-
Proteinfraktionen eluiert (HEIDKAMP et al. 2010). 
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Vektor 733 mit Insert hClecSF6
A)








Vektor 986 mit Insert hClecSF6
B)











Abb. 22 Elution von hClecSF6/DCIR im Vektor 733 und  986 mit His-Tag 
 
Nach Aufreinigung der Proteine mittels Ni-NTA Beads wurden jeweils 20µl der 10 eluierten 
Proteinfraktionen mit 5µl Proteinauftragspuffer gemischt, bei 95°C für 10min aufgekocht, auf ein 
12,5%iges SDS-Coomassie-Gel aufgetragen und analysiert. Als Längenstandard dienten pro Gel 
3µl des Markers PageRuler™Prestained Protein Ladder der Firma MBI Fermentas. A) hClecSF6 
im Vektor 733 zeigt Proteinbanden in den Fraktionen 1-4 auf einer Höhe von ca. 25 kDa. B) 
hClecSF6 im Vektor 986 beinhaltet ebenfalls Proteine in den Fraktionen 1-4 mit einer Größe von 
ca. 25 kDa.  
 
Hierbei zeigte sich nach der Transfektion beider Plasmide (733 und 986) und Elution der 
Proteine, dass in beiden Fällen Proteinfraktionen im SDS-Coomassie-Gel vorhanden 
waren (Abb. 22A, B). Das Protokoll der Transfektion und Elution, sowie der modifizierte 
Vektor, konnten für die weitere Arbeit zur Produktion löslicher C-Typ-Lektinrezeptoren 
angewendet werden. 
Um neue lösliche Proteine der C-Typ-Lektinrezeptoren zu erhalten, wurden die neu 
produzierten Plasmide transfiziert, Proteine eluiert und proteinchemisch analysiert. Die 
C-Typ-Lektinrezeptoren humanes Dectin-1 (989) und murines (990) Dectin-1 konnten 
erfolgreich im Coomassie-Gel detektiert werden (Abb. 23A, B). Dabei zeigte sich, dass 
hDectin-1 und mDectin-1 wahrscheinlich stark glykosyliert sind und anstelle des 
erwarteten Molekulargewichtes von 21kDa auf einer Höhe von ca. 30kDa (hDectin-1), 
bzw. anstelle von 20kDa auf einer Höhe von 28kDa (mDectin-1) liefen. Die proteinhaltigen 
Fraktionen wurden anschließend vereinigt, und eine Konzentrationsbestimmung mittels 
eines Bradford-Tests durchgeführt. Die C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine wurden einem 
LPS-Removal und nachfolgenden LPS-Test unterzogen. Abschließend wurden die 
produzierten Proteine zur Antikörperproduktion versendet (Kooperation Dr. Elisabeth 
Kremmer, Helmholtz-Zentrum München). An der Produktion der C-Typ-Lektinrezeptor-
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Abb. 23  Proteinelution von mDectin-1 (990) und hDe ctin-1 (989) 
 
Die C-Typ-Lektinrezeptor-Proteine wurden nach der Transfektion der Plasmide (990 und 989) in 
HEK293T-Zellen in Fraktionen 1-10 eluiert. Die Fraktionen wurden mit je 5µl Proteinladepuffer 
versetzt, 10min bei 95 ºC gekocht und auf ein 12,5%igem SDS-PAGE aufgetragen. A) Lösliches 
Protein von mDectin-1 ist in den Fraktionen 1-3 vorhanden und besitzt eine Größe von ca. 28kDa. 
B) hDectin-1 (989) konnte in den Fraktionen 1-4 bei einer Größe von ca. 30kDa nachgewiesen 
werden. Für das Coomassie-Gel wurden 3µl PageRuler™Plus der Firma MBI Fermentas aufge-






DCs gelten als die am effektivsten arbeitenden Antigen-präsentierenden Zellen des 
Immunsystems und können zu zentraler oder peripherer Toleranz bzw. zur Induktion einer 
spezifischen Immunantwort beitragen (BANCHEREAU und STEINMAN 1998, LIU und 
NUSSENZWEIG 2010, STEINMAN et al. 2003). Als Zellen, die angeborene mit adaptiver 
Immunantwort verbinden, stehen sie im Fokus der Wissenschaft. Im Mausmodell ist es 
bereits gelungen, Antigene über Antikörper, die an bestimmte Oberflächenrezeptoren 
binden und internalisiert werden (C-Typ-Lektinrezeptoren: DCIR2 und DEC205), in DCs 
zu schleusen und somit eine spezifische Immunantwort zu induzieren (DUDZIAK et al. 
2007, BONIFAZ et al. 2002, HAWIGER et al. 2001). Die in vivo Antigenbeladung 
spezifischer DC-Subpopulationen könnte auch in der Humanmedizin zur therapeutischen 
Anwendung bei Autoimmunität, Tumoren und bei der Vakzinierung eingesetzt werden 
(BOZZACCO et al. 2007, STEINMAN 2010, STEINMAN und BANCHEREAU 2007). Das 
meiste Wissen über humane DCs stammt von Monozyten-gereiften DCs (BENDER et al. 
1999, McCURLEY und MELLMAN 2010). Die Verfügbarkeit von humanem, frischem 
Gewebe ist eines der Haupthindernisse für die Untersuchung der DCs im Gewebe. Im 
Vergleich dazu sind DCs im Blut bereits sehr gut charakterisiert. Sie repräsentieren 
weniger als 1% aller zirkulierenden Blutzellen und sind gekennzeichnet durch die 
Expression von HLA-DR und die Abwesenheit der sogenannten „Lineage“ Marker (CD3, 
CD19, CD20 und CD56), welche auf T-, B- und NK-Zellen vorhanden sind (MACDONALD 
et al. 2002). DC-Subpopulationen im peripheren Blut können eingeteilt werden in konven-
tionelle myeloide (mDC) und plasmazytoide DCs (pDC). Charakteristisch für mDC-1 DCs 
ist die Expression der Marker CD11c und BDCA1. mDC-2 DCs hingegen zeigen eine eher 
niedrige Expression von CD11c und sind zudem BDCA3 positiv, während pDCs CD123 
und BDCA2 exprimieren (ANDREWS et al. 2010, POULIN et al. 2010, MAC DONALD et 
al. 2002).  
 
Hauptziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, ein Protokoll für die Immunfluores-
zenzanalyse von DC-Subpopulationen in humanen lymphoiden Geweben aus Milz, 
Thymus und Tonsillen zu etablieren und mit den im humanen peripheren Blut beschrie-
benen DC-Subpopulationen zu vergleichen. Weiterhin sollte auch die Expression von 
C-Typ-Lektinrezeptoren und deren Verteilung in den Geweben näher untersucht werden. 
Zudem sollten lösliche C-Typ-Lektinrezeptoren produziert werden, um Antikörper gegen 
diese generieren zu können. Zukünftig könnten diese bei hoher Endozytoseaktivität für 
eine Antigenbeladung humaner DCs verwendet werden. 
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5.1 Etablierung von Immunfluoreszenzanalysen in humanem lymphoidem Gewebe 
 
Viele der Untersuchungen humaner lymphoider Gewebe stammen aus pathologischen 
Befunden, in denen häufig Paraformaldehyd für die Fixierung verwendet wurde 
(VALLADEAU et al. 2000, PEREZ et al. 2005, GINHOUX et al. 2010). Nur sehr wenige 
Arbeiten existieren, in denen Immunzellen oder DCs durch konfokale Mikroskopie an 
frischem Gewebe charakterisiert wurden (PACK et al. 2008). Zu Beginn dieser Arbeit war 
in der Arbeitsgruppe ein Protokoll für die Immunfluoreszenzanalyse von lymphoidem 
Gewebe in der Maus etabliert. Zur Charakterisierung von DC-Subpopulationen und ins-
besondere deren Expression von bereits bekannten und zukünftig interessanten Endo-
zytoserezeptoren musste dieses Protokoll jedoch an humanes Gewebe angepasst 
werden. Dazu war es zunächst notwendig, die Gewebeprozessierung und -fixierung zu 
optimieren. Letztere war besonders wichtig, um eine spezifische Bindung der Antikörper 
an die Gewebszellen gewährleisten und den geringen Anteil der DCs an der Gesamt-
zellzahl im Gewebe sichtbar machen zu können. Am Beispiel der humanen Milz wurden 
verschiedene Vorgehensweisen der Fixierung erprobt (Abb. 8). 
Nach dem Testen der ersten Immunfluoreszenzen ergab sich, dass die geschnittenen 
Gewebeproben eine relativ hohe Gewebezerstörung aufwiesen, wenn die Schnitte direkt 
nach dem Schneiden gefroren und erst danach prozessiert, d.h. fixiert wurden (Abb. 8). In 
den weiteren Etablierungsarbeiten zeigte sich, dass das Fixieren direkt nach dem 
Schneiden, wie auch von MCILROY et al. (2001) und DHODAPKAR et al. (2004) 
angewandt, in den besten Immunfluoreszenzfärbungen mit einer sehr guten Abgrenzung 
der Zellen im Gewebe resultierte (MCILROY et al. 2001, DHODAPKAR et al. 2004). 
Weiterhin wurden auch die Fixierungsagentien getestet. Im Gegensatz zu den durch 
PACK et al. (2008) und Anna Baranska (Doktorandin der Arbeitsgruppe von Frau Prof. 
Dudziak) durchgeführten Fixierungen humaner bzw. muriner Milzschnitte mit Aceton bei 
-20°C wurde bei den hier verwendeten humanen Gewebe n eine besonders gute 
Auflösung der Immunfluoreszenzen erzielt, wenn das Aceton wie bei NASCIMBENI et al. 
(2009) und PACK et al. (2008) bei Raumtemperatur verwendet wurde (NASCIMBENI et 
al. 2009, PACK et al. 2008). 
Weiterhin erwies sich eine Dicke der Gewebeschnitte von 10µm als optimal, um alle 
Zellen im Gewebe mit den getesteten Antikörpermengen und Inkubationszeiten aus-
reichend zu färben. Dieses Protokoll wurde ebenfalls von NASCIMBENI et al. (2009) an 
humanem und durch Anna Baranska an murinem Gewebe angewandt (NASCIMBENI et 
al. 2009, BARANSKA et al., Manuskript in Vorbereitung). Ein dünneres Schneiden als 
10µm war nur bedingt möglich, da das Gewebe sehr empfindlich und brüchig war und 
nicht ohne Risse auf die Objektträger aufgebracht werden konnte. Das Blockieren 
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unspezifischer Bindungsstellen im Gewebe wurde mittels SA/Biotinreagenzien, BSA, FCS 
und humanem Serum durchgeführt. Im Gegensatz zum Protokoll für die Immunfluores-
zenz muriner Gewebe erschienen durch das Blockieren der Fc-Rezeptoren keine weiteren 
Vorteile. Insgesamt ergab sich in den durchgeführten Etablierungsarbeiten, dass ein 
Schneiden in 10µm dicke Schnitte und die Fixierungszeit von 2,5min mit Aceton bei 
Raumtemperatur direkt nach dem Schneiden die besten Konditionen für eine optimale 
Färbung der Gewebeschnitte boten (Abb. 8). 
 
5.2 Immunfluoreszenzanalysen humaner Milzproben 
 
Zuvor publizierte Arbeiten, in denen histologische Präparate humaner Milzschnitte 
untersucht wurden, dienten als Grundlage, um nach Immunfluoreszenzfärbung eine grobe 
Orientierung im Gewebe zu erhalten (BUCKLEY et al. 1987, MEBIUS und KRAAL 2005). 
In Einklang mit den von BUCKLEY et al. (1987) bzw. MEBIUS und KRAAL (2005) 
gezeigten Daten weisen die erhaltenen Immunfluoreszenzaufnahmen nach Färbung von 
CD3, CD19, CD11c sowie CD11b darauf hin, dass der B-Zellfollikel (CD19+-Zellen) von 
einer T-Zellzone (CD3+ Zellen) sichelförmig umgeben ist (Abb. 9) (BUCKLEY et al. 1987, 
MEBIUS und KRAAL 2005). Diese sind auch um die Arteriole vermehrt angehäuft und 
unterbrechen die Marginalzone am Übergang von weißer zu roter Pulpa. CD11c+ Zellen 
waren sowohl innerhalb des Follikels als auch in der roten Pulpa vorhanden, wohingegen 
CD11b+ Zellen vor allem in der roten Pulpa, wie auch von McILLROY et al. (2001) 
gezeigt, lokalisiert waren (Abb. 8) (MCILROY et al. 2001). 
Für die Untersuchung der Verteilung von DC-Subpopulationen wurden zunächst die her-
kömmlichen Marker für mDC-1 DCs, mDC-2 DCs und pDCs des peripheren Blutes 
berücksichtigt (DZIONEK et al. 2000, MACDONALD et al. 2002). In der humanen Milz 
wurden bereits CD123+BDCA2+ pDCs in der Marginal- bzw. periarteriolären Zone 
beschrieben (NASCIMBENI et al. 2009). Unsere Immunfluoreszenzanalysen konnten die 
Lokalisation in der roten Pulpa bestätigen und zeigen, dass es eine Aufspaltung in 
potentiell zwei pDC Populationen mit BDCA2+CD123+ und BDCA2+CD123- Zellen geben 
könnte. SCHWAB et al. (2010) konnten kürzlich ebenfalls zwei pDC Subpopulationen 
zuvor kultivierter pDCs (CD123+BDCA4+) in peripherem Blut via FACS-Analysen 
definieren (SCHWAB et al. 2010). Bei diesen FACS-Analysen wurde der Marker CD11c 
jedoch nicht als Ausschlusskriterium in die Auswertung einbezogen, und die Definition der 
beiden pDC Populationen nur wage umrissen (SCHWAB et al. 2010). Weiterhin zeigte 
sich in unseren Untersuchungen nach Auszählung aller in der Milz definierbaren pDCs, 
dass BDCA2+CD123+ pDC-1 DCs mit nur 18 Zellen/800µm2 und BDCA2+CD123- pDC-2 
DCs mit 1 Zelle/800µm2 die beiden kleinsten DC-Populationen der humanen Milz sind 
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(Abb. 10E). Die Funktion der sehr spärlich vorkommenden pDC-2 DCs als eigene 
Population wird derzeit in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dudziak intensiv untersucht. 
Auch die Produktion von IFN-α und –β durch pDC-1 und pDC-2 DCs soll zukünftig via 
Immunfluoreszenz und intrazellulärer FACS-Färbung analysiert werden (ASSELIN-
PATUREL et al. 2001, SHORTMAN und LIU 2002, LIU 2005). 
Die Anwesenheit von nicht weiter definierten CD11c+ bzw. CD11c+CD205+ mDCs  wurde 
in der Marginalzone, am Übergang von weißer zu roter Pulpa sowie in der T-Zell und 
B-Zellzone festgestellt (MCILROY et al. 2001, PACK et al. 2008). Nach Auswertung 
unserer Bilder zeigten sich CD11c+BDCA1+ mDC-1 DCs als die am häufigsten 
vorhandene Subpopulation mit ca. 57 Zellen/800µm2 (Abb. 10), die vor allem in der 
Marginalzone des Follikels bzw. in der T-Zellzone, nicht jedoch in der B-Zellzone 
anwesend war. Diese Lokalisation stimmt nur zum Teil mit den Daten anderer For-
schungsgruppen überein, welche CD11c+ DCs auch innerhalb der B-Zellfollikel 
beschreiben (MCILROY et al. 2001, PACK et al. 2008). Bei der Kofärbung mit BDCA1 
bzw. BDCA3 fiel weiterhin auf, dass auch CD11c+BDCA1- sowie CD11c+BDCA3- Zellen 
vorhanden sind, sodass eine alleinige Färbung mit CD11c nicht ausschließlich auf DC-
Subpopulationen deuten kann (IHANUS et al. 2007, GAHMBERG et al. 1997). Für eine 
Verifizierung von DCs in der humanen Milz ist daher die Berücksichtigung weiterer 
Oberflächenrezeptoren nötig. Neben den BDCA-Antikörpern kämen hierfür der Marker 
CD169 in Frage, da er spezifisch von Makrophagen in humaner Milz exprimiert wird 
(PACK et al. 2008). Andere Marker werden zurzeit in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. 
Dudziak (Gordon Heidkamp) intensiv per Lyoplate-Screening Experimenten identifiziert. 
In durchgeführten Kontrollexperimenten zeigte sich, dass die verwendete Isotypkontrolle 
des BDCA1-Antikörpers eine unspezifische Bindung an fast alle Zellen des humanen 
Milzgewebes, jedoch nicht an CD11c+ Zellen aufwies (Abb. 11B). Der zu testende 
Antikörper BDCA1 hingegen färbte nur CD19+ B-Zellen und CD11c+ DCs an (Abb. 11A, 
Daten nicht gezeigt). Es ist möglich, dass der Isotyp-Kontrollantikörper an Fc-Rezeptoren 
oder andere Moleküle an der Zelloberfläche in der humanen Milz bindet. Alternativ könnte 
in Folgeexperimenten die IgG2a-PE Isotypkontrolle einer anderen Firma, oder Antikörper 
eines anderen IgG-Isotypes (z.B. IgG1) verwendet werden, da auch die Fc-Blockierung 
diese falsch positiven Signale von IgG2a nicht eliminieren konnte (Daten nicht gezeigt). 
Weiterhin könnte versucht werden die Glykosylierung der Antikörper abzuspalten und 
somit, wie von NIMMERJAHN et al. (2007) gezeigt, eine Bindung an Fc-Rezeptoren zu 
unterdrücken (NIMMERJAHN et al. 2007). 
Die zahlenmäßig zweithäufigste Population stellen die mDC-2 DCs mit ca. 48 
Zellen/800µm2 dar (Abb. 10D). Diese sind gekennzeichnet durch die hohe Expression von 
BDCA3 und niedrige Expression von CD11c. Da BDCA3 als eher unspezifischer Marker 
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gesehen werden muss, da er an Thrombomodulin von Endothelzellen bindet, war die Co-
Lokalisation mit CD11c das ausschlaggebende Kriterium, die Zellen als mDC-2 DCs zu 
charakterisieren (STEINIGER et al. 2001). Diese DC-Subpopulation war vor allem in der 
Marginalzone und T-Zellzone lokalisiert (Abb. 10C). In der Isotyp-Kontrollanalyse zeigte 
die vergleichende Färbung von IgG1-PE zu BDCA3-PE keine Signale und die Bindung 
des Antikörpers kann somit als spezifisch bezeichnet werden. Die Arbeitsgruppen von 
Caetano Reis e Sousa und Irina Caminschi konnten kürzlich zeigen, dass der neue 
vielversprechende Antikörper gegen den C-Typ-Lektinrezeptor Clec9a spezifisch mDC-2 
DCs im FACS erkennt (JONGBLOED et al. 2010, POULIN et al. 2010, SANCHO et al. 
2008, CAMINSCHI et al. 2008). JONGBLOED et al. (2010) verwendeten diesen selbst 
hergestellten Antikörper erfolgreich für Immunfluoreszenzaufnahmen zur Detektion von 
mDC-2 DCs in humanen Lymphknoten (JONGBLOED et al. 2010). Nach anderen 
Angaben scheint dieser bislang nicht kommerziell erhältliche Antikörper aber dennoch 
nicht für die Immunfluoreszenz geeignet zu sein (persönliche Kommunikation von Frau 
Prof. Dudziak mit Caetano Reis e Sousa, University College of London, UK). Deshalb 
bestand ein Teil der Doktorarbeit darin, sowohl Clec9a, als auch andere C-Typ-
Lektinrezeptoren als lösliches Protein herzustellen, die zur Immunisierung und damit 
Herstellung monoklonaler Antikörper zukünftig verwendet werden sollen (Abb. 15). Ein 
weiterer kürzlich definierter Antikörper gegen den Chemokinrezeptor XCR-1 (Human 
chemokine (C motif) receptor-1), der in der Lage ist, mDC-2 DCs des Blutes gut mittels 
FACS-Färbung zu charakterisieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet (Daten nicht 
gezeigt, BACHEM et al. 2010, CROZAT et al. 2010). Leider erwies sich dieser zur 
Detektion von mDC-2 DCs in der Immunfluoreszenz aus zweierlei Gründen als 
ungeeignet. Einerseits zeigte sich der Antikörper sowohl in der Färbung von Milzschnitten, 
als auch in FACS-Analysen trotz einer sehr hoch eingesetzten Konzentration und 
Amplifikation des Signales als nur gering bis nicht bindend. Andererseits konnte nicht 
festgestellt werden, ob die Bindung tatsächlich spezifisch für mDC-2 DCs ist, da es sich 
um einen polyklonalen Antikörper handelte (Daten nicht gezeigt, Tab. 3). Ebenso wurde 
CD26 als Marker für mDC-2 DCs in der Immunfluoreszenz getestet, konnte diese aber, im 
Gegensatz zu den Färbungen im Thymus, nicht spezifisch erkennen (Daten nicht 
gezeigt).  
 
5.3 Immunfluoreszenzanalysen humaner Thymusproben 
 
Der Thymus ist für die Selektion der T-Zellen verantwortlich, wobei hierbei die Interaktion 
von Thymozyten, Thymusepithelzellen und DCs entscheidend ist, um eine zentrale 
Toleranz zu erzeugen (WELSCH 2004, VON BOEHMER 2009). Zur Identifizierung 
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struktureller Gegebenheiten im Thymus, wurden zuerst mehrere serielle Schnitte mit dafür 
geeigneten Markern gefärbt (CD3, CD11c, CD11b, HLA-DR, TROMA-1). TROMA1 ist als 
Antikörper gegen Zytokeratin-8 gerichtet, welches von kortikalen Epithelzellen exprimiert 
wird und zur Definition der Organgrenzen diente (CHUNG et al. 2007). Dennoch zeigte 
sich nach Auswertung der Immunfluoreszenzen, dass auch mTECs und dadurch Hassall-
Körperchen mit diesem Antikörper in der Medulla des Thymus detektiert werden können. 
mTECs sekretieren Thymic stromal lymphopoetin (TSLP), was zur Aktivierung von 
CD11c+ DCs führt, und exprimieren HLA-DR, wodurch sie zu den professionellen APCs 
zählen (KOBLE und KYEWSKI 2009, MELLMAN 1990, VILLADANGOS et al. 2000, 
WATANABE et al. 2004). Die Färbungen mit CD11c zeigen eine ringförmige Anordnung 
CD11c+ Zellen um das Hassall-Körperchen (Abb. 12). Diese Region ist wichtig, da dort 
HLA-DR exprimierende APCs und reife Thymozyten lokalisiert sind, um den Thymus mit 
dem Blutstrom Richtung Peripherie verlassen zu können (JANEWAY et al. 2000). 
DCs im Thymus wurden bereits vor allem in der Medulla bzw. Übergangszone von 
Medulla und Kortex lokalisiert (WU und SHORTMAN 2006). Die Gruppe um WU und 
SHORTMAN et al. (2006) beschrieben in ihren Untersuchungen CD11c+CD4+ mDCs und 
konnten diese anhand von CD11b in CD11b- und CD11b+ Subpopulationen unterteilen 
(WU und SHORTMAN 2006). Weiterhin fanden WU und SHORTMAN (2006) heraus, 
dass CD11b-mDCs mehr kostimulatorische Marker (CD86) exprimieren, als die selteneren 
CD11b+ mDCs (WU und SHORTMAN 2006). Hierbei könnte es sich bei den 
CD4+CD11c+CD11b+ Zellen jedoch auch um Makrophagen handeln, da CD4, CD11b und 
CD11c keine spezifischen Marker für DCs darstellen (IHANUS et al. 2007).  
Insgesamt weisen unsere Experimente darauf hin, dass im Thymus mindestens drei DC-
Subpopulationen existieren. Die zweithäufigste Subpopulation mit 56 Zellen/800µm2 
stellen die CD11c+BDCA1+ mDC-1 DCs dar (Abb. 14A, B). Diese waren vor allem in der 
Medulla, kortikomedullärer Verbindungsregion und vereinzelt auch im Kortex vorhanden. 
Zusätzlich zeigte BDCA1 eine weit verbreitete Expression in der Immunfluoreszenz. 
Weitere FACS- und Immunfluoreszuntersuchungen ergaben, dass der Marker BDCA1, 
der auch als alternatives MHC-Molekül CD1c bekannt ist, interessanterweise auf 
humanen doppelt positiven Thymozyten (CD11c-CD19-CD56-CD3+CD4+CD8+) exprimiert 
ist (HEIDKAMP et al., Manuskript (1) in Vorbereitung). Aufgrund der weitreichenden 
Screening-Experimente (Lyoplate, BD), die von Gordon Heidkamp mittels FACS-Analysen 
parallel zu den hier vorgestellten Immunfluoreszenzanalysen durchgeführt wurden, ergab 
sich, dass die im Thymus als CD11clowBDCA3+ definierten  mDC-2 DCs den Marker CD26 
exprimierten (HEIDKAMP et al. Manuskript (3) in Vorbereitung). Bei den darauf 
durchgeführten Immunfluoreszenzanalysen konnten CD26+ mDC-2 DCs eindeutig im 
Gewebe identifiziert werden (HEIDKAMP et al. Manuskript (3) in Vorbereitung). Damit 
Diskussion 79 
 
kann hier CD26 für die Darstellung von mDC-2 DCs des Thymus als neuer Marker vorge-
schlagen werden. Die so charakterisierten CD11c+CD26+ mDC-2 DCs konnten nun ohne 
zusätzliche Färbung von BDCA3 als kleinste der drei Subpopulationen mit durchschnittlich 
26 Zellen/800µm2 in der Medulla detektiert werden (Abb. 14C, D). Anstelle des von WU 
und SHORTMAN (2006) verwendeten Antikörpers gegen CD11b erscheint die Co-
Färbung mit BDCA1 für mDC-1 DCs bzw. CD26 für mDC2 DCs sinnvoller (WU und 
SHORTMAN 2006). Im Gegensatz zu unseren Thymus-Daten zeigen FACS-Analysen 
und nicht gezeigte Immunfluoreszenzaufnahmen von CD26 in der Milz leider eine weniger 
spezifische Abgrenzung (Daten nicht gezeigt). Von CD26 ist bisher bekannt, dass die an 
der Oberfläche von Zellen exprimierte Dipeptidyl Peptidase IV (CD26) ein Enzym darstellt, 
welches befähigt ist, N-terminale Sequenzen von Peptiden abzuspalten und zu verändern 
(BOSEK et al. 2004). Welche Funktion CD26 auf mDC-2 DCs im Thymus spielt, wird 
zukünftig geklärt werden müssen.  
Ebenso konnten pDCs als IFN-α und –β produzierende Zellen im Kortex des Thymus 
lokalisiert werden (BENDRISS-VERMARE et al. 2000, VANDENABEELE et al. 2001, WU 
und SHORTMAN 2006). Im Gegensatz zu unseren Daten, in denen pDCs kein CD11c 
exprimieren, zeigen die von WU und SHORTMAN (2006) als CD11cmediumHLA-DRlow 
definierte pDCs in FACS-Analysen eine leichte Expression von CD11c (WU und SHORT-
MAN 2006). Auch BENDRISS-VERAMRE et al. (2004) beschrieben eine leichte Expres-
sion von CD11c auf pDCs in der Immunfluoreszenz, wobei sie diese, im Gegensatz zu 
unseren Daten nicht in der Medulla, sondern im Kortex lokalisierten (BENDRISS-
VERMARE et al. 2004). Leider geht aus den Daten von WU und SHORTMAN (2006) 
sowie von BENDRISS-VERMARE et al. (2004) nicht hervor, welchen strukturellen 
Zustand der Thymus aufwies oder ob das Material evtl. von erkrankten Patienten stammte 
(BENDRISS-VERMARE et al. 2000, WU und SHORTMAN 2006). Unsere Thymus-
Proben, die sich mittlerweile auf ca. 120 Thymi erstrecken, wurden dahingehend sorgfältig 
ausgewählt und nur dann verwendet, wenn die Kinder bis auf die notwendige 
Herzoperation keine weiteren Erkrankungen aufwiesen. pDCs waren in unseren 
Färbungen als CD123+BDCA2+-Zellen ausschließlich in der Thymusmedulla vorhanden 
und stellten die größte DC-Subpopulation des Thymus mit 58 Zellen/800µm2 dar (Abb. 
14E, F). Diese Daten stimmen mit den von Gordon Heidkamp durchgeführten FACS-
Analysen des humanen Thymus überein (HEIDKAMP et al., Manuskript (3) in 
Vorbereitung). Im Vergleich von Thymus und Milz konnten wird im Thymus jedoch nur 
eine (BDCA2+CD123+) und nicht zwei pDC-Populationen definieren (Abb. 14E, F). Im 
Gegensatz zur Milz, konnten wir im Thymus keine falsch positiven Bindungen der ver-
wendeten Antikörper (BDCA1, BDCA2, BDCA3) gesehen werden, was auf eine spezi-
Diskussion 80 
 
fische Expression von Fc-Rezeptoren in sekundären lymphatischen Organen und eine 
eher untergeordnete Rolle der Fc-Rezeptoren im Thymus hindeuten könnte (Abb. 15). 
 
5.4 Immunfluoreszenzenanalysen humaner Tonsillen 
 
Tonsillen sind lymphatische Organe des Mund- und Rachenbereiches, die histologisch 
aus B-Zellfollikeln und einer parafollikulären T-Zellzone bestehen (WELSCH 2004). Von 
humanen Tonsillen konnte durch strukturgebende Färbungen gezeigt werden, dass sich 
riesige B-Zellfollikel unterhalb des Epithels neben einer parafollikulären T-Zellzone 
anordnen, wie bereits von WELSCH (2004) gezeigt. CD11c+ Zellen waren sowohl im 
Follikel als auch im umliegenden Gewebe lokalisiert. Weiterhin wurden auch Follikuläre 
Dendritische Zellen (FDC) in den Tonsillen beschrieben, die jedoch keine DCs im 
Allgemeinen darstellen (KOSCO-VILBOIS et al. 2005). In den Tonsillen wurden die drei 
bekannten DC-Subpopulationen der CD11c+BDCA1+ mDC-1 DCs, CD11clowBDCA3+ 
mDC-2 DCs und CD11c-BDCA2+ pDCs per FACS-Analysen bereits identifiziert 
(JONGBLOED et al. 2010, SUMMERS et al. 2001, LINDSTEDT et al. 2005). Dies stimmt 
mit unseren Experimenten überein, in denen alle drei Subpopulationen in den durch-
geführten Immunfluoreszenzen, anhand dieser Marker, nachgewiesen werden konnten 
(Abb. 17). Die DC-Subpopulationen waren vor allem in der parafollikulären T-Zellzone 
bzw. direkt unterhalb des Epithels lokalisiert (Abb. 18). Gleichzeitig wurden Isotypkon-
trollen mit den Antikörpern BDCA1, 2 und 3 durchgeführt, um eine unspezifische Bindung 
der Fc-Region der verwendeten Antikörper an Zellen auszuschließen. Dabei zeigte sich, 
wie auch in der Milz, eine Bindung des Kontrollantikörpers IgG2a an fast alle Zellen des 
humanen tonsillären Gewebes, jedoch nicht an CD11c+ Zellen (Abb. 11B, 19D). Der zu 
testende Antikörper BDCA1 hingegen färbte nur CD19+ B-Zellen und CD11c+ DCs an 
(Abb. 19C). Es ist möglich, dass ebenso wie in der Milz der Isotyp-Kontrollantikörper an 
Fc-Rezeptoren binden kann. Um die unspezifische Bindung zu umgehen, könnte in 
zukünftigen Experimenten BDCA1 als IgG1-Isotyp verwendet werden. 
 
5.5 Expressionsanalyse von Endozytoserezeptoren im humanen Gewebe 
 
C-Typ-Lektinrezeptoren gehören zur Familie der Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) 
und sind neben Fc-Rezeptoren für die Rezeptor-vermittelte Endozytose von Antigenen auf 
DCs verantwortlich (MEDZHITOV und JANEWAY 2000, AMIGORENA et al. 1992, 
FIDGOR et al. 2002). DUDZIAK et al. (2007) zeigten zum ersten Mal in vivo, dass durch 
die Antigenbeladung verschiedener DC-Subpopulationen und deren spezifisch auf der 
Oberfläche exprimierten C-Typ-Lektinrezeptoren, unterschiedliche T-Zellantworten in vivo 
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hervorgerufen werden konnten. Diese vielversprechende Methode könnte bei genauerer 
Kenntnis der Expression von C-Typ-Lektinrezeptoren auf humanen DCs, evtl. auch in 
therapeutischem Zusammenhang, in der Humanmedizin eingesetzt werden. Für dieses 
Vorhaben ist es nötig, zunächst herauszufinden, welche C-Typ-Lektinrezeptoren 
spezifisch auf den humanen DC-Subpopulationen im Gewebe exprimiert sind. Eine 
unspezifische Expression könnte bei ungenügender Menge an antigenbeladenem Anti-
körper unter Umständen eine Toleranzinduktion und keine gerichtete Immunantwort zur 
Folge haben (DHODAPKAR et al. 2008, WEINER et al. 2008).  
Zur Untersuchung der Verteilung der Oberflächenrezeptoren via Immunfluoreszenz 
wurden serielle Organschnitte der humanen Gewebe angefertigt und gefärbt. Dabei 
konnte, wie auch bei PACK et al. (2008) gezeigt, in der humanen Milz eine Expression 
des DEC205-Rezeptors hauptsächlich auf CD11c+ Zellen innerhalb des B-Zellfollikels 
bzw. am Übergang zur roten Pulpa, festgestellt werden (Abb. 12B) (PACK et al. 2008). 
Eine geringe Expression von DEC205 auf B-Zellen wurde ebenfalls von CAMINSCHI et 
al. (2009) und GUO et al. (2000) gesehen (CAMINSCHI et al. 2009, GUO et al. 2000). 
Unsere Daten stimmen mit den Beobachtungen von PACK et al. (2008) überein, die eine 
DEC205-Expression hauptsächlich auf CD11c+ Zellen (DCs) beschrieben, wobei ein 
Vorhandensein von kostimulatorischen Markern wie CD86 fehlten und es sich somit 
höchstwahrscheinlich um unreife DCs handelt (PACK et al. 2008). Ob diese Zellen nur 
mDCs oder unter Umständen auch Makrophagen repräsentieren, könnte durch Co-
Färbungen mit BDCA1 (mDC-1 DCs), BDCA3 (mDC-2 DCs) oder CD169 (Makrophagen) 
untersucht werden. Im Thymus hingegen war DEC205 als weit verbreiteter Marker zu 
sehen, der sowohl auf DCs als auch auf Thymozyten und Epithelzellen exprimiert war 
(CAMINSCHI et al. 2009, INABA et al. 1995) (Abb. 16B). 
Weiterhin zeigen unsere Daten eine Expression von Langerin (CD207) in der Milz. Es 
waren sowohl CD11c+CD207+ Zellen als auch CD11c-CD207+ Zellen vorhanden (Abb. 
12E). Dabei könnte es sich bei den CD11c+CD207+ Zellen, wie in der Maus gezeigt, um 
migratorische DCs handeln (VALLADEAU et al. 2000, LENZ et al. 1993). Im humanen 
Thymus konnten wir Langerin als Oberflächenrezeptor nicht nachweisen. Da dies der 
einzig verfügbare kommerzielle monoklonale Antikörper ist, und kein Zugriff auf die 
entsprechenden Hybridomzellen möglich ist, wurde auch humanes und murines Langerin 
kloniert, um lösliche Proteine für eine zukünftige Antikörperherstellung zu produzieren 
(Abb. 15E, 21A, I). 
Weiterhin haben wir auch den Mannose-Makrophagen-Rezeptor MMR (CD206) in der 
Milz als weit verbreiteten Oberflächenrezeptor gesehen, da er sowohl auf Makrophagen 
als auch auf DCs vorhanden ist (PACK et al. 2008). Zudem konnten wir eine Co-Färbung 
von MMR mit CD11c erkennen (Abb. 12D). Im Thymus war es uns möglich eine 
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Verteilung von MMR+ Zellen im umliegenden Bindegewebe, in Thymuskortex und 
-medulla nachzuweisen. In der Medulla waren zusätzlich MMR+CD11c+ Zellen anwesend 
(Abb. 16D). 
Im Vergleich zur MMR/DEC205-Expression zeigen unsere Daten, dass der von Gordon 
Heidkamp produzierte monoklonale Antikörper gegen hDCIR (15E12) nur auf wenigen 
Zellen in der Milz exprimiert ist (Abb. 12C, HEIDKAMP et al. 2010, HEIDKAMP et al. 
Manuskript (3) in Vorbereitung). Auch im Thymus konnten wir hDCIR nur auf wenigen 
Zellen nachweisen, wobei eine Co-Färbung mit CD11c nicht zu sehen war und die Zellen 
vorwiegend in der Medulla lagen (Abb. 15C). Dies steht im Kontrast zu den aus dem Blut 
erhaltenen Ergebnissen, in denen DCIR auf allen CD11c positiven Zellen exprimiert ist 
(HEIDKAMP et al. 2010). 
DC-SIGN/CD209 ist als Antikörper kommerziell erhältlich und stellt einen spezifischen, 
bereits sehr gut untersuchten Lektinrezeptor dar (FIDGOR et al. 2002, VAN KOOYK und 
GEIJTENBEEK 2003, GEIJTENBEEK et al. 2000). DC-SIGN war in der humanen Milz 
ebenfalls auf CD11c+ sowie CD11c- Zellen exprimiert und kein weit verbreiteter Ober-
flächenrezeptor (Abb. 12A). Im Thymus war DC-SIGN auf sogenannten CD11c+ thymic 
cortical dendritic macrophages (TCDM) im Kortex vorhanden (WAKIMOTO et al. 2008). 
Ebenfalls im Kortex waren DC-SIGN-exprimierende, CD11c- Zellen zu erkennen. In der 
Medulla hingegen konnten sowohl CD11c-DC-SIGN+ sowie CD11c+DC-SIGN+ Zellen 
identifiziert werden. Somit stellt DC-SIGN einen eher unspezifischen Marker für DCs im 
humanen Thymus dar. 
 
5.6 Produktion löslicher C-Typ-Lektinrezeptoren für die Herstellung spezifischer 
Antigenbeladungsantikörper 
 
Um in Zukunft auch Antigene an humane Antikörper fusionieren und zur Antigenbeladung 
humaner DCs verwenden zu können, ist es ein Anliegen der Arbeitsgruppe um Frau Prof. 
Dudziak, monoklonale Antikörper gegen C-Typ-Lektinrezeptoren (u.a. murines und 
humanes Dectin-1 und -2, Clec9a und Langerin) zu produzieren. Im Rahmen der hier vor-
liegenden Doktorarbeit sollten diese Moleküle als lösliches Protein hergestellt werden, um 
anschließend monoklonale Antikörper gegen die extrazelluläre Domäne zu erhalten. Vor 
allem an einem Antikörper gegen humanes Clec9a bestand großes Interesse, da die 
Expression auf mDC-2 DCs durch FACS-Analysen bereits verifiziert wurde und ein 
Clec9a-Antikörper somit einen guten Antikörper für Immunfluoreszenzaufnahmen und 
spätere Antigenbeladung darstellt (SANCHO et al. 2008, CAMINSCHI et al. 2008, 
JONGBLOED et al. 2010). 
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Da weder Antikörper, noch Hybridomzellen gegen murines und humanes Dectin-1 und -2, 
Clec9a und Langerin kommerziell erhältlich sind, wurde jeweils die extrazelluläre Domäne 
der C-Typ-Lektinrezeptor-DNA, nach dem Vorbild von HEIDKAMP et al. (2010), in einen 
Vektor (pcDNA3.1 mit His-Tag) kloniert (HEIDKAMP et al. 2010). Nach der Transfektion in 
HEK293T-Zellen wurden die Proteine mithilfe des His-Tags angereichert und gereinigt. 
Um zu verifizieren, dass das Protokoll der Transfektion, Fällung und Elution funktioniert, 
wurden der alte Vektor 733 und der neuer Vektor 986 (zweite XbaI-Schnittstelle fehlt) mit 
hCLECSF6/DCIR in HEK293T-Zellen transfiziert (Abb. 22) (HEIDKAMP et al. 2010). 
Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl das Protokoll erfolgreich war als auch der 
neue Vektor für die Transfektion geeignet ist, denn es resultierte eine große Protein-
fraktion im Coomassie-Gel (Abb. 22). Im Falle von humanem und murinem Dectin-1 
konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit erfolgreich lösliches Protein produziert werden 
(Abb. 23). 
Neben humanem und murinem Dectin-1 wurden auch murines und humanes Dectin-2, 
Langerin und Clec9a kloniert (Abb. 21). Dabei zeigte sich nach ersten Transfektionen der 
löslichen C-Typ-Lektinrezeptor-Varianten, dass die Proteinsekretion nicht erfolgte (Daten 
nicht gezeigt). Ausschlaggebend hierfür könnte sein, dass die Sequenz der generierten 
löslichen Rezeptoren zu nahe an der Transmembrandomäne startete. Daher wurden 
jeweils zwei weitere kürzere Varianten der C-Typ-Lektinrezeptoren im Rahmen dieser 
Arbeit kloniert, die erst in einem späteren Abschnitt der Hinge-Region starten (Abb. 21K, 
Langerin (AS 143) und Langerin (AS 205), hDectin-2 AS 146 und hDectin-2 AS 112, 
hClec9a AS 293 und hCelc9aq AS 263, hDectin-1 AS 146 und hDectin-1 AS 170). Die 
Transfektion und Produktion dieser kürzeren Varianten in HEK293T-Zellen ist derzeit 




Monoklonale Antikörper gegen humanes und murines Dectin-1 werden aktuell generiert 
und werden anschließend für weitere Untersuchungen zur Verfügung stehen. Für die 
zukünftige Antikörperproduktion werden Tiere (Ratten) mit dem löslichen C-Typ-Lektin-
rezeptor-Protein immunisiert. Die aus der Milz dieser Tiere gewonnenen B-Zellen werden 
anschließend mit immortalisierten Myelom-Zellen fusioniert und einzelne Hybridome in der 
Zellkultur kultiviert werden. Überstände dieser Hybridomzellen werden mittels enzyme 
linked immuno sorbend assay (ELISA) auf ihre Bindung an das entsprechende C-Typ-
Lektinrezeptor-Protein untersucht. Daraufhin werden mehrere Hybridome selektiert und 
die Bindung und Internalisierung der produzierten Antikörper an verschiedene Zellen im 
Blut via FACS-Analysen untersucht werden. 
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Des Weiteren soll die C-Typ-Lektinrezeptor-Expression in den humanen Tonsillen mittels 
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Ebenfalls wird die Verteilung der DC-
Subpopulationen in den nächsten Monaten in Gewebestücken humaner gesunder Haut 
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Dendritische Zellen (DCs) sind befähigt, als potenteste Antigen-präsentierende Zelle anti-
genspezifische Immunantworten zu initiieren und zu regulieren. Mittels in vivo Antigen-
beladung von spezifischen DC-Subpopulationen mit rekombinanten Antigen-gekoppelten 
Antikörpern gegen C-Typ-Lektinrezeptoren konnte im Mausmodell erfolgreich adaptive 
zelluläre und humorale Immunantworten hervorgerufen werden. Im Menschen kann dieser 
Ansatz therapeutisch noch nicht zum Einsatz kommen, da DC-Subpopulationen im 
humanen Gewebe momentan nicht ausreichend charakterisiert sind. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden humane Gewebe auf das Vorhandensein der im peripheren Blut 
beschriebenen DC-Subpopulationen (mDC-1 DCs: CD11c+BDCA1+, mDC-2 DCs: 
CD11clowBDCA3+ und pDCs: CD11c-CD123+BDCA2+) und die Expression von C-Typ-
Lektinrezeptoren (DC-SIGN, MMR, Langerin, DCIR und DEC205) mittels Immun-
fluoreszenz untersucht. Anhand der vorgegebenen Marker im peripheren Blut konnten alle 
drei DC-Subpopulationen in der Milz, Thymus und Tonsillen detektiert werden. Zusätzlich 
konnte hier erstmalig eine vierte CD11c-CD123-BDCA2+ pDC-2 DC-Subpopulation in der 
Milz beschrieben werden, deren Funktion derzeit noch näher untersucht wird. Im Thymus 
konnte CD26 nach FACS-Analysen von Gordon Heidkamp als spezifischer Marker für 
mDC-2 DCs identifiziert und dies in der vorliegenden Arbeit auch durch Immunfluores-
zenzaufnahmen von Gewebeschnitten verifiziert werden. CD26 stellt damit erstmalig 
einen Marker dar, der erfolgreich als alternativer Marker für BDCA3, welcher unspezifisch 
an Thrombomodulin bindet, zur Identifikation von mDC-2 DCs in der Immunfluoreszenz 
von Thymusproben eingesetzt werden könnte. Die getesteten Antikörper XCR-1 
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(monoklonal) und Clec9a (polyklonal) hingegen erschienen in der Immunfluoreszenz 
sowie in FACS-Analysen (Gordon Heidkamp) nicht geeignet. Weiterhin wurde die 
Expression ausgewählter C-Typ-Lektinrezeptoren (MMR, Langerin, DCIR, DC-SIGN und 
DEC205) im vorhandenen Gewebe näher betrachtet. Nach Auswertung der Immun-
fluoreszenzen konnte eine weit verbreitete Expression der untersuchten C-Typ-Lektin-
rezeptoren in humaner Milz und Thymus gefunden werden. Einzig hDCIR war auf 
vereinzelten Zellen exprimiert, und Langerin im Thymus nicht detektierbar. Um nicht 
verfügbare monoklonale Antikörper gegen C-Typ-Lektinrezeptoren zu produzieren und 
später Antigene an diese koppeln zu können, sollten lösliche Proteine einiger C-Typ-
Lektinrezeptoren (humanes und murines Clec9a, Dectin-1 und -2, Langerin) produziert 
werden. Dabei gelang es bereits, lösliche Proteine der C-Typ-Lektinrezeptoren von 
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Being the most potent antigen-presenting cells, DCs are able to initiate and regulate 
antigen-specific immune responses. In mice the in vivo antigen-targeting with antigen 
coupled antibodies to C-type lectin receptors of specific DC subpopulations has been 
successfully shown to trigger adaptive and humoral immune responses in vivo. This 
approach is not used in therapeutic context in humans, as the characterization of DC 
subpopulations in human tissue is not yet finished. Therefore, the aim of this thesis was to 
screen human lymphoid tissues for the presence of DC subpopulations, as of their 
definitions in human peripheral blood (mDC-1 DCs: CD11c+BDCA1+, mDC-2 DCs: 
CD11clowBDCA3+ and pDCs: CD11c-CD123+BDCA2+). Furthermore, the expression of 
potential endocytosis receptors as the C-type lectin receptors DC-SIGN, MMR, Langerin, 
DCIR und DEC205 needed to be studied via immunofluorescence analyses. Here, it is 
shown that all three DC-subpopulations could be identified in human spleen, thymus and 
tonsils with the help of the known DC markers used in peripheral blood. Additionally, for 
the first time we could identify a potentially fourth CD11c-CD123-BDCA2+ pDC-2 DC 
subpopulation in human spleen. The function of this new subpopulation has to be further 
characterized. FACS-analyses done by Gordon Heidkamp stated that CD26 is a specific 
marker for mDC-2 DCs in human thymus. These data could be verified by immuno-
fluorescence analysis. CD26 could be used to identify mDC-2 DCs in human thymus as it 
could be an alternative marker for BDCA3, which binds unspecifically to thrombomodulin. 
Other tested available antibodies such as XCR-1 (monoclonal) and Clec9a (polyclonal) 
seemed less useful for FACS-analyses (Gordon Heidkamp) and immunofluorescence 
analysis. Further, the expression of selected C-type lectin receptors (MMR, langerin, 
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DCIR, DC-SIGN und DEC205) was investigated. The examined immuno-fluorescence 
analyses show a wide spread expression of all C-type lectin receptors in human spleen 
and thymus. hDCIR was the only receptor uniquely expressed, whereas langerin could not 
be found in human thymic tissue. In addition, soluble proteins of C-type lectin receptors 
(human and murine Clec9a, Dectin-1 and -2, Langerin) should be produced to be able to 
generate monoclonal antibodies against these receptors and couple antigen onto the 
antibodies. In doing so we were already successful to produce soluble proteins of human 
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    1  CGTTTGTACC CGGCTGTGGC AATCTGTGGT GAAGTTGAAA TGCTTTTCTG CTAGACTGGC 
   61  AACATGTTTT GATTCTTCTC AAATAACTCG CAAGCTCTTG TGAAGCACAA CGGCCTACCT 
  121  TGTCCTGAAG AAAACATACT CTAAGGCCCA CAGATGATTA AACCCAGCCA TTTATGTGAC 
  181  AATAGCATTT TTATTTTTCT TATCAAGATC TGGGTATTTG ATCCACACAA TGGTAAAGAT 
  241  TCCCATGTTA GCCAAGATCT AAATGATTCA AACTGATGAT ACTCTCTGCA GAAGAGGTGA 
  301  CTATAAACGC AGCCCCTGTG ATGCCAACTG GACATATTAT GGAGGTAGCT GCTATGGGTT 
  361  CTTCAAACAC AACTTGACAT GGAAAGAGAG TGAGCAGTAC TGCACTGACA TGAAGGCTAC 
  421  TCTCCTGAAG ACTGACAACC AGAACATTCT GTGGATAGAA GTCAAGGGCT CCAATGTCTC 
  481  CCAAGACGAA AGAATCCCAA GTCTCATTTG GAGGAATGCT ATCACTAACT AGGATTCCTG 
  541  GAGCTAAAAC ATTATAGGAG TTACTTGTTC CAGCCTCCTG TGTGGACTGC TTTCCTATCA 
  601  AAGCACCTTA GACATGCACG AGGAAGAAAT ATACACCTCT CTTCAGTGGG ATAGCCCAGC 
  661  ACCAGACACT TACCAGAAAT GTCTGTCTTC CAACAAATGT TCAGGAGCAT GCTGTCTTGT 
  721  GATGGTGATT TCATGTGTTT TCTGCATGGG ATTATTAACA GCATCCATTT TCTTGGGCGT 
  781  CAAGTTGTTG CAGGTGTCCA CCATTGCGAT GCAGCAGCAA GAAAAACTCA TCCAACAAGA 
  841  GAGGGCACTG CTAAACTTTA CAGAATGGAA GAGAAGCTGT GCCCTTCAGA TGAAATATTG 
  901  CCAAGCCTTC ATGCAAAACT CATTAAGTTC AGCCCATAAC AGCAGTCCTT GTCCAAACAA 
  961  TTGGATTCAG AACAGAGAAA GTTGTTACTA TGTCTCTGAA ATTTGGAGCA TTTGGCACAC 
 1021  CAGTCAAGAG AATTGTTTAA AGGAAGGTTC CACGCTGCTA CAAATAGAGA GCAAAGAAGA 
 1081  AATGGATTTT ATCACTGGCA GCTTGAGGAA GATTAAAGGA AGCTATGATT ACTGGGTGGG 
 1141  GTTGTCTCAG GATGGACACA GCGGACGCTG GCTTTGGCAA GATGGCTCCT CTCCTTCTCC 
 1201  TGGCCTGTTG CCAGCAGAGA GATCCCAGTC AGCTAACCAA GTCTGTGGAT ACGTGAAAAG 
 1261  CAATTCCCTT CTTTCGTCTA ACTGCAGCAC GTGGAAGTAT TTTATCTGTG AGAAGTATGC 
 1321  GTTGAGATCC TCTGTCTGAA AGAAATTGTG TTCAAAGTGT TCTATTACAC TGTTATTTGG 
 1381  AGCATGCCAT TGGAAAACCC ACCCCCACCC CCCCTCAAAA AAACAGAACA GTAAACCAAA 
 1441  ATGTGGGCCA TGAAATTAGC AACCTGGGAC TCAATAATAC ACTTGGGAAT ATTCTTCCAC 
 1501  ACCGTCCAGA TTTCATTTGA TGTTGTTCAC ATTGCAAGAG TAAAACTTAT TTAGAGCTAC 
 1561  AGAAGACAAA ACCCTGAAGA GTTAAGAACA AACGCAAGGA AATAATTTTT ATTGTTTAAA 
















    1  CATTTCTTGT ACCAACCTAC TCCTAACTAC AACCGAAGTT CTTTGTGCCA GGCTCCTATG 
   61  TAGACTGCTT CACCACTCCA AGCACCTTCA GCATGCATGC GGAAGAAATA TATACCTCTC 
  121  TTCAGTGGGA CATTCCTACC TCAGAGGCCT CTCAGAAGTG CCAATCCCCT AGCAAATGTT 
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  241  CGTCCATTTT CTTGGGCATC AAGTTCTTCC AGGTATCCTC TCTTGTCTTG GAGCAGCAGG 
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  721  ACCTCAAAGA TTCTACTCTC ATCTCAGATA AGTGCGATAG CTGGAAATAT TTTATCTGTG 
  781  AGAAGAAGGC ATTTGGATCC TGCATCTGAA AGATACAACT CAAAGCTACC TGTTACACAA 
  841  GTGTTTGAAA GAGGCCAAAG AGCAAACACA GGAGGAGATT GATGTGAGAC TATGAAGGCA 
  901  AGCTTGATTT TTTATTTACA CTTGGCAATA GTCTGTAACG CTTTGCAGAT TTCAGTTGAC 
  961  CTTGTCCATT GTGCCAAGGA AAAAATTGAT TTAGAGCTAC AGAAGATCTG ACTCAGTGAG 
 1021  AACAAAGAAG AGAAAATAAT TTCCTGTGTG TTTGAAAGTC CAAAGTGACG ATCCATACCA 
 1081  CACCGAGATC TAGCTGTCCT TGTGGGAGTT TTTATGCAAT CCTTGGTTTG TACTTTTAGT 
 1141  AAACAATTCT ATCTAC 
 

















    1  AGCATAGTTT CATTTCCTGC TCTTGAATAT CTGGTTGAAC TACTTAAGCT TAATTTGTTA 
   61  AACTCCGGTA AGTACCTAGC CCACATGATT TGACTCAGAG ATTCTCTTTT GTCCACAGAC 
  121  AGTCATCTCA GGAGCAGAAA GAAAAGAGCT CCCAAATGCT ATATCTATTC AGGGGCTCTC 
  181  AAGAACAATG GAATATCATC CTGATTTAGA AAATTTGGAT GAAGATGGAT ATACTCAATT 
  241  ACACTTCGAC TCTCAAAGCA ATACCAGGAT AGCTGTTGTT TCAGAGAAAG GATCGTGTGC 
  301  TGCATCTCCT CCTTGGCGCC TCATTGCTGT AATTTTGGGA ATCCTATGCT TGGTAATACT 
  361  GGTGATAGCT GTGGTCCTGG GTACCATGGC TATTTGGAGA TCCAATTCAG GAAGCAACAC 
  421  ATTGGAGAAT GGCTACTTTC TATCAAGAAA TAAAGAGAAC CACAGTCAAC CCACACAATC 
  481  ATCTTTAGAA GACAGTGTGA CTCCTACCAA AGCTGTCAAA ACCACAGGGG TTCTTTCCAG 
  541  CCCTTGTCCT CCTAATTGGA TTATATATGA GAAGAGCTGT TATCTATTCA GCATGTCACT 
  601  AAATTCCTGG GATGGAAGTA AAAGACAATG CTGGCAACTG GGCTCTAATC TCCTAAAGAT 
  661  AGACAGCTCA AATGAATTGG GATTTATAGT AAAACAAGTG TCTTCCCAAC CTGATAATTC 
  721  ATTTTGGATA GGCCTTTCTC GGCCCCAGAC TGAGGTACCA TGGCTCTGGG AGGATGGATC 
  781  AACATTCTCT TCTAACTTAT TTCAGATCAG AACCACAGCT ACCCAAGAAA ACCCATCTCC 
  841  AAATTGTGTA TGGATTCACG TGTCAGTCAT TTATGACCAA CTGTGTAGTG TGCCCTCATA 
  901  TAGTATTTGT GAGAAGAAGT TTTCAATGTA AGAGGAAGGG TGGAGAAGGA GAGAGAAATA 
  961  TGTGAGGTAG TAAGGAGGAC AGAAAACAGA ACAGAAAAGA GTAACAGCTG AGGTCAAGAT 
 1021  AAATGCAGAA AATGTTTAGA GAGCTTGGCC AACTGTAATC TTAACCAAGA AATTGAAGGG 
 1081  AGAGGCTGTG ATTTCTGTAT TTGTCGACCT ACAGGTAGGC TAGTATTATT TTTCTAGTTA 
 1141  GTAGATCCCT AGACATGGAA TCAGGGCAGC CAAGCTTGAG TTTTTATTTT TTATTTATTT 
 1201  ATTTTTTTGA GATAGGGTCT CACTTTGTTA CCCAGGCTGG AGTGCAGTGG CACAATCTCG 
 1261  ACTCACTGCA GCTATCTCTC GCCTCAGCCC CTCAAGTAGC TGGGACTACA GGTGCATGCC 
 1321  ACCATGCCAG GCTAATTTTT GGTGTTTTTT GTAGAGACTG GGTTTTGCCA TGTTGACCAA 
 1381  GCTGGTCTCT AACTCCTGGG CTTAAGTGAT CTGCCCGCCT TGGCCTCCCA AAGTGCTGGG 
 1441  ATTACAGATG TGAGCCACCA CACCTGGCCC CAAGCTTGAA TTTTCATTCT GCCATTGACT 
 1501  TGGCATTTAC CTTGGGTAAG CCATAAGCGA ATCTTAATTT CTGGCTCTAT CAGAGTTGTT 
 1561  TCATGCTCAA CAATGCCATT GAAGTGCACG GTGTGTTGCC ACGATTTGAC CCTCAACTTC 
 1621  TAGCAGTATA TCAGTTATGA ACTGAGGGTG AAATATATTT CTGAATAGCT AAATGAAGAA 
 1681  ATGGGAAAAA ATCTTCACCA CAGTCAGAGC AATTTTATTA TTTTCATCAG TATGATCATA 
 1741  ATTATGATTA TCATCTTAGT AAAAAGCAGG AACTCCTACT TTTTCTTTAT CAATTAAATA 
 1801  GCTCAGAGAG TACATCTGCC ATATCTCTAA TAGAATCTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTGA 
 1861  GACAGAGTTT CGCTCTTGTT GCCCAGGCTG GAGTGCAACG GCACGATCTC GGCTCACCGC 
 1921  AACCTCCGCC CCCTGGGTTC AAGCAATTCT CCTGCCTCAG CCTCCCAAGT AGCTGGGATT 
 1981  ACAGTCAGGC ACCACCACAC CCGGCTAATT TTGTATTTTT TTAGTAGAGA CAGGGTTTCT 
 2041  CCATGTCGGT CAGGGTAGTC CCGAACTCCT GACCTCAAGT GATCTGCCTG CCTCGGCCTC 
 2101  CCAAGTGCTG GGATTACAGG CGTGAGCCAC TGCACCCAGC CTAGAATCTT GTATAATATG 
 2161  TAATTGTAGG GAAACTGCTC TCATAGGAAA GTTTTCTGCT TTTTAAATAC AAAAATACAT 
 2221  AAAAATACAT AAAATCTGAT GATGAATATA AAAAAGTAAC CAACCTCATT GGAACAAGTA 
 2281  TTAACATTTT GGAATATGTT TTATTAGTTT TGTGATGTAC TGTTTTACAA TTTTTACCAT 
 2341  TTTTTTCAGT AATTACTGTA AAATGGTATT ATTGGAATGA AACTATATTT CCTCATGTGC 
 2401  TGATTTGTCT TATTTTTTTC ATACTTTCCC ACTGGTGCTA TTTTTATTTC CAATGGATAT 
 2461  TTCTGTATTA CTAGGGAGGC ATTTACAGTC CTCTAATGTT GATTAATATG TGAAAAGAAA 
 2521  TTGTACCAAT TTTACTAAAT TATGCAGTTT AAAATGGATG ATTTTATGTT ATGTGGATTT 
 2581  CATTTCAATA AAAAAAAACT CTTATCAAAA AAAAAAAAAA AA 
























    1  TTTCAGGGTT TGGGTTAGTG AGCCTCATCC TGGCAGTTAT TTTATAGTAA AGAACATTCA 
   61  AGTGCTCTGC CTACCTAGGG CCCTGTGAAG CAATGAAATA TCACTCTCAT ATAGAGAATC 
  121  TGGATGAAGA TGGATATACT CAATTAGACT TCAGCACTCA AGACATCCAT AAAAGGCCCA 
  181  GGGGATCAGA GAAAGGAAGC CAGGCTCCAT CTTCACCTTG GAGGCCCATT GCAGTGGGTT 
  241  TAGGAATCCT GTGCTTTGTG GTAGTAGTGG TTGCTGCAGT GCTGGGTGCC CTAGCATTTT 
  301  GGCGACACAA TTCAGGGAGA AATCCAGAGG AGAAAGACAA CTTCCTATCA AGAAATAAAG 
  361  AGAACCACAA GCCCACAGAA TCATCTTTAG ATGAGAAGGT GGCTCCCTCC AAGGCATCCC 
  421  AAACTACAGG AGGTTTTTCT CAGCCTTGCC TTCCTAATTG GATCATGCAT GGGAAGAGCT 
  481  GTTACCTATT TAGCTTCTCA GGAAATTCCT GGTATGGAAG TAAGAGACAC TGCTCCCAGC 
  541  TAGGTGCTCA TCTACTGAAG ATAGACAACT CAAAAGAATT TGAGTTCATT GAAAGCCAAA 
  601  CATCGTCTCA CCGTATTAAT GCATTTTGGA TAGGCCTTTC CCGCAATCAG AGTGAAGGGC 
  661  CATGGTTCTG GGAGGATGGA TCAGCATTCT TCCCCAACTC GTTTCAAGTC AGAAATACAG 
  721  CTCCCCAGGA AAGCTTACTG CACAATTGTG TATGGATTCA TGGATCAGAG GTCTACAACC 
  781  AAATCTGCAA TACTTCTTCA TACAGTATCT GTGAGAAGGA ACTGTAAATG TATGTGAGAA 
  841  TATAAAGATG GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTAC ATGCACACAC ACCACCACCA 
  901  CCACCACTAC CAACAACAGA ACAGAACAGA ACAGAACAGA ACAGATTAAT ATTAAAAAAC 
  961  AGAAAAAATG CTGGGATGCT AAGAGACTTT AACCTCATTT GAGAACTTGG ATGAAGAAGC 
 1021  TGAGACTTTT GTACTTGTCA TCTTCACAAA GATGGTGGCA CTATCTTCCA GTTAGGAAGT 
 1081  CACTAGACAT GGAGTGAGGG CAGCTCAACA ATACAGAGAA TATGTGAACC TGAGGTACCC 
 1141  TGACTCAAAT TTCACAACCA CAATGAAACC CCTACACTAT CAGGAAACAC TGTAGAGGAG 
 1201  TGAGACTGAA GACTTTAAAA GCCAGAGAAT CAGCCTACTT ACTGTGGTGT TTTCTAGACA 
 1261  GGACAGGGAA AGTATATCTA GGAAATAAAA ACAATACAAT TCAGCAAACA AAATCTGCAT 
 1321  AATGACAACC TCAGTTGGTA TGGTATGTTA TGGTATGGTA TGGGTGTAGA AGTTTCACAA 
 1381  GGCCCTATGA AGAACTACAG ACAGTTAAAT AGGGGGAAAG CTTTTTCTAG GATCAAGCCT 
 1441  ACTGAACCCC AAGAAGTCAG CACTGAACAT ATGTACAGAT CAGTATCATT AAATGAACTA 
 1501  GTAAGACATA TACATATATG TTAATCAAAT ATTGGTACCA GAGTACACAC TGTGTTTGCA 
 1561  TGATTTTCTC AGTATCTACA GTACACCAGA CACAGGGAGA AGGCAAAATG AACTTCTAAA 
 1621  TTGAGAAGTG AAAAAAATGA GGGAAGAGAA TCTTCACCAC AAATAGGGAT TCTATTTTCA 
 1681  CCCACATGAT CATTATTAAG ATGGCCATCA CCCAAACGTC GTGACCCAAG CTACTTCCTC 
 1741  AACTAGATAA CTCAAAGAGT CTGCCCACCT TTTCTGATAG CAAATCTGGT ATCTAGATTT 
 1801  CACTGTTTCC TTATGCTGTC TGGCCAGCAG TATGACAAAG GTGCTGCCCT TTCAGGAAGC 
 1861  AGTCTCCTTA AATGCTGTAG TTGGAAAGAT AAATCATATC TGATAGTGAA TATTTAAAAA 
 1921  GCGCCCAGTC AGGATAAGTG TTTTGGAACA CAGAACATAT TTCATCTTTT TATGATACAC 
 1981  TATCTTGCAA TTAACAACCA ATTCTTAAGT CATTTCTTTA CAAACATATG ACTGGAATAT 
 2041  GACTGTTTCC TAGTGTGATC TGTCTTGTTA ACTTCTAAGA TTGTCCATTA ATACCACCCT 
 2101  TATTTCCAGT GTGGACTTCC AAATTGCTGG GGATCTGTTT ATAGCTTTCT CAGACTAATC 
 2161  AATATGTGGG CAGAAATTGT GCTGAGTCCA CTGAATTGTT CTCTTGAAAA TGATTGGGTT 
 2221  TATGTCACTT TCATCTCAAT TGAAAAACTG CTTATTAAAG TATCTTTGGC CTCTGAA 























    1  GTAGCAGTTT GTCCCTGAGC TCTAGCTTCT TTAAATGAAG CTGAGTCTCT GGGCAACATC 
   61  TTTAGGGAGA GAGGTACAAA AGGTTCCTGG ACCTTCTCAA CACAGGGAGC CTGCATAATG 
  121  ATGCAAGAGC AGCAACCTCA AAGTACAGAG AAAAGAGGCT GGTTGTCCCT GAGACTCTGG 
  181  TCTGTGGCTG GGATTTCCAT TGCACTCCTC AGTGCTTGCT TCATTGTGAG CTGTGTAGTA 
  241  ACTTACCATT TTACATATGG TGAAACTGGC AAAAGGCTGT CTGAACTACA CTCATATCAT 
  301  TCAAGTCTCA CCTGCTTCAG TGAAGGGACA AAGGTGCCAG CCTGGGGATG TTGCCCAGCT 
  361  TCTTGGAAGT CATTTGGTTC CAGTTGCTAC TTCATTTCCA GTGAAGAGAA GGTTTGGTCT 
  421  AAGAGTGAGC AGAACTGTGT TGAGATGGGA GCACATTTGG TTGTGTTCAA CACAGAAGCA 
  481  GAGCAGAATT TCATTGTCCA GCAGCTGAAT GAGTCATTTT CTTATTTTCT GGGGCTTTCA 
  541  GACCCACAAG GTAATAATAA TTGGCAATGG ATTGATAAGA CACCTTATGA GAAAAATGTC 
  601  AGATTTTGGC ACCTAGGTGA GCCCAATCAT TCTGCAGAGC AATGTGCTTC AATAGTCTTC 
  661  TGGAAACCTA CAGGATGGGG CTGGAATGAT GTTATCTGTG AAACTAGAAG GAATTCAATA 
  721  TGTGAGATGA ATAAGATTTA CCTATGAGTA GAAGCTTAAT TGGAAAGAAG AGAAGAATTA 
  781  CTGACGTAAT TTTTTCCCTG ACGTCTTTAA AATTGAACCC TATCATGAAA TGATAATTTC 
  841  TTCCTGAATT TACACATAAT CCTTATGTTA TAGAGGTTCA CAGAAATGGA AAGATACCTG 
  901  TTTCCCTTTA ATCAATCTTC TCGTTTCCTC TTTTCCATTA ATGATAGAAT GCACCCTTCC 
  961  TCTCTTTGTT CCATTCTTTC ACTTGTTATT CATTTTTTTC TTTCTTCACA CTTCATTACA 
 1021  CAAATATTTA TTGTTTCAGA GACTGTACTA TTTTGTTTGT TAGAAGATTT ATAAGGCAGT 
 1081  ATCTTTTGAA AATTATGACT TTCCTTCCTC AATATACCAT AAAGAAATCT TTTTGGTCAA 
 1141  GATGGTAGTT GGAACTACAA TCATCTGAAG GCCTGACAAG AGTTGAAAGA CATGTTTTCT 
 1201  AGATGGCTCA CTCACATGGC TGGCAACTTG GTGTTGGCTA TTAATGTAAC CTGGAAATAA 
 1261  ATTTTATTCT GCAGTTAGGG ATTTGGCATT TTATATATGT TGATTCAATC AAGTTTGGCA 
 1321  AGCAGGGTGT TCGATACTGC TATATCCTGT ATTCTTGGTT TATTTGTTTT ATTTCTGAGA 
 1381  AATATGTGTT AAGATCTCTC GCTGATTGGG AATTTGTCTA TTTCTCATTT AAATTTTGTC 
 1441  AAATCTTTCT TTGCTTGCAA GCATTTCTTG TTACCCAAAT CTAACCTATT CCTGAAAATA 
 1501  TGATGGTTAG CAAAGTTTGA GATAACTAGA GCCTGTAATC CATCATTTTA AATGGCAATG 

















    1  CATTGGCCCG CTCTGTGGCA TTTAACTCAA GTGTGTGTGG AAGTTGATTC TGAACTCTGG 
   61  CCTCTTTGAC AGAAGCCAGG TCCCTGAGTC GTATTTTGGA GACAGATGCA AGAAACCCCT 
  121  GACCTTCTGA ACATACACCT CAACAATGGT GCAGGAAAGA CAATCCCAAG GGAAGGGAGT 
  181  CTGCTGGACC CTGAGACTCT GGTCAGCTGC TGTGATTTCC ATGTTACTCT TGAGTACCTG 
  241  TTTCATTGCG AGCTGTGTGG TGACTTACCA ATTTATTATG GACCAGCCCA GTAGAAGACT 
  301  ATATGAACTT CACACATACC ATTCCAGTCT CACCTGCTTC AGTGAAGGGA CTATGGTGTC 
  361  AGAAAAAATG TGGGGATGCT GCCCAAATCA CTGGAAGTCA TTTGGCTCCA GCTGCTACCT 
  421  CATTTCTACC AAGGAGAACT TCTGGAGCAC CAGTGAGCAG AACTGTGTTC AGATGGGGGC 
  481  TCATCTGGTG GTGATCAATA CTGAAGCGGA GCAGAATTTC ATCACCCAGC AGCTGAATGA 
  541  GTCACTTTCT TACTTCCTGG GTCTTTCGGA TCCACAAGGT AATGGCAAAT GGCAATGGAT 
  601  CGATGATACT CCTTTCAGTC AAAATGTCAG GTTCTGGCAC CCCCATGAAC CCAATCTTCC 
  661  AGAAGAGCGG TGTGTTTCAA TAGTTTACTG GAATCCTTCG AAATGGGGCT GGAATGATGT 
  721  TTTCTGTGAT AGTAAACACA ATTCAATATG TGAAATGAAG AAGATTTACC TATGAGTGCC 
  781  TGTTATTCAT TAATATCTTT AAAGTTCAGA CCTACCAAGA AGCCATAACT TCTTGGCCTG 
  841  TACATCTGAC AGAGGCCGTT CTTTTCCTAG CCACTATTCT TTACTCAAAC AGAATGAGCC 
  901  CTTTCTCCTT CTGATGGTTA GAGTTTTGTC AACTTGACAC AAACTAGAGT CACCTGGGGA 
  961  GTAGGATCTT CAGCTAAGGA ATTGCCTCTG TCAGCTTGAC CAGTCAGCAT GTCTGGGGGC 
 1021  ATTTTCTTGA TTAATGATTG TTGTAAGAGG GTCCAGGTGG TAAGCAAAGG TGTTAAACCC 
 1081  ATGAAGAGCA AGCCAGGGAG CATCATCCAT CCATCTCTGC CCTCAGGTTT CTGCCCCAGG 
 1141  GTCTTGCCCT GGTTTCTTTC TATGAACTGC TGTTACTTGA AAGTATAAGA TGAATAAACA 
 1201  ATTTCATCCA AAAAAAAAAA AAAAAAA 

















    1  GGCAGCCAGA AGCACCTGTG CTCCCAGGAT AAGGGTGAGC ACTCAGGATG ACTGTGGAGA 
   61  AGGAGGCCCC TGATGCGCAC TTCACTGTGG ACAAACAGAA CATCTCCCTC TGGCCCCGAG 
  121  AGCCTCCTCC CAAGTCCGGT CCATCTCTGG TCCCGGGGAA AACACCCACA GTCCGTGCTG 
  181  CATTAATCTG CCTGACGCTG GTCCTGGTCG CCTCCGTCCT GCTGCAGGCC GTCCTTTATC 
  241  CCCGGTTTAT GGGCACCATA TCAGATGTAA AGACCAATGT CCAGTTGCTG AAAGGTCGTG 
  301  TGGACAACAT CAGCACCCTG GATTCTGAAA TTAAAAAGAA TAGTGACGGC ATGGAGGCAG 
  361  CTGGCGTTCA GATCCAGATG GTGAATGAGA GCCTGGGTTA TGTGCGTTCT CAGTTCCTGA 
  421  AGTTAAAAAC CAGTGTGGAG AAGGCCAACG CACAGATCCA GATCTTAACA AGAAGTTGGG 
  481  AAGAAGTCAG TACCTTAAAT GCCCAAATCC CAGAGTTAAA AAGTGATTTG GAGAAAGCCA 
  541  GTGCTTTAAA TACAAAGATC CGGGCACTCC AGGGCAGCTT GGAGAATATG AGCAAGTTGC 
  601  TCAAACGACA AAATGATATT CTACAGGTGG TTTCTCAAGG CTGGAAGTAC TTCAAGGGGA 
  661  ACTTCTATTA CTTTTCTCTC ATTCCAAAGA CCTGGTATAG TGCCGAGCAG TTCTGTGTGT 
  721  CCAGGAATTC ACACCTGACC TCGGTGACCT CAGAGAGTGA GCAGGAGTTT CTGTATAAAA 
  781  CAGCGGGGGG ACTCATCTAC TGGATTGGCC TGACTAAAGC AGGGATGGAA GGGGACTGGT 
  841  CCTGGGTGGA TGACACGCCA TTCAACAAGG TCCAAAGTGT GAGGTTCTGG ATTCCAGGTG 
  901  AGCCCAACAA TGCTGGGAAC AATGAACACT GTGGCAATAT AAAGGCTCCC TCACTTCAGG 
  961  CCTGGAATGA TGCCCCATGT GACAAAACGT TTCTTTTCAT TTGTAAGCGA CCCTATGTCC 
 1021  CATCAGAACC GTGACAGGAC AGGCTCCCAA GCTCACTCTT TGAGCTCCAA CGCTTGTTAA 
 1081  ACATGAGGAA ATGCCTCTTT CTTCCCCAGA CTCCAGGATG ACTTTGCACG TTAATTTTTC 
 1141  TTGCTTCAAA ATTGTCCCAC AGTGGCATTC TGGAGTCCGT CTGTCTTGGC TGGAAATTCT 
 1201  CTGACGTCTT GGAGGCAGCT GGAATGGAAA GGAGAATTCA GGTTAAAGTG GGAGGGGTGG 
 1261  GTAGAGAGGA TTTAGAAGTT CCAATTGCCC TGCTAAGGAG GATCAAGACC CGTAATCCGG 
 1321  CATAACACCC TGGGGTTTTC CACTCTTTCA GAGAAACCTC AGCTTCATCA CATCAAAGTT 
 1381  ACTCCAGAGC AACCAAGCAA TTCTCCTGAT ATTGTCATCC AGGGCTTTTC TTGGCCAAAC 
 1441  CCCCTAGAAT TTCCATGTCT CTGCTTAGCT GTGCTGGCAG CTAGCAGCTG GCTGTGTTTG 
 1501  CAGTGCAAAT AGCTCTGTTC TTGGAAATCC TGCTCATGGT ATGTCCCCAG TGGTTTCTTC 
 1561  ATCCACATCA TCTAAAGCCT GAACCCGTTC TTCTCTGGTT CAAGTCAGTG GCTGACACGG 
 1621  ACTTGTATCT CCTTCAGAGC TCGGCTGGCA CCCAGCCTCC CTTCTCCTTC CACTCCCTTA 
 1681  GTACACTGGA GTGCCGAGCC CTGCCTTCCA CCCAGCGTCC ATCCAGCCCC TGTCCTCACC 
 1741  TCTCCGGCAC CTCCTCCTCC TTCTGCATTT CCTATCTTCC TGTGTCTTGT GCATGGGAAG 
 1801  CAGCCTTCAG TGCCTTCATG AATTCACCTT CCAGCTTCCT CAGAATAAAA TGCTGCCTGG 
 1861  GTCAAGGAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 
 1921  AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 
 1981  AAAAAAAAAA AAAAAAAAA 
500 1000 1500















    1  TTTCCCGTTT CTTTCTGGAT AAAAAGGTCC TTGGGGAGAC AGATATTGAG AATTTCCTAT 
   61  GCCAGAGGCA GAGATGAAGG AGGAGGCTCC CGAAGCGCAC TTCACAGTGG ACAAACAGAA 
  121  CATCTCTCTC TGGCCTCGAG AGCCTCCTCC CAAGCAAGAT CTGTCTCCAG TTCTAAGGAA 
  181  ACCTCTCTGT ATCTGCGTGG CCTTCACCTG CCTGGCATTG GTGCTGGTCA CCTCCATTGT 
  241  GCTTCAGGCT GTTTTCTATC CTAGGTTGAT GGGCAAAATA TTGGATGTGA AGAGTGATGC 
  301  CCAGATGTTG AAAGGTCGTG TGGACAACAT CAGCACCCTG GGTTCTGATC TTAAGACTGA 
  361  AAGAGGTCGT GTGGACGATG CTGAGGTTCA GATGCAGATA GTGAACACCA CCCTCAAGAG 
  421  GGTGCGTTCT CAGATCCTGT CTTTGGAAAC CAGCATGAAG ATAGCCAATG ATCAGCTCCA 
  481  GATATTAACA ATGAGCTGGG GAGAGGTTGA CAGTCTCAGT GCCAAAATCC CAGAACTGAA 
  541  AAGAGATCTG GATAAAGCCA GCGCCTTGAA CACAAAGGTC CAAGGACTAC AGAACAGCTT 
  601  GGAGAATGTC AACAAGCTGC TCAAACAACA GAGTGACATT CTGGAGATGG TGGCTCGAGG 
  661  CTGGAAGTAT TTCTCGGGGA ACTTCTATTA CTTTTCACGC ACCCCAAAGA CCTGGTACAG 
  721  CGCAGAGCAG TTCTGTATTT CTAGAAAAGC TCACCTGACC TCAGTGTCCT CAGAATCGGA 
  781  ACAAAAGTTT CTCTACAAGG CAGCAGATGG AATTCCACAC TGGATTGGAC TTACCAAAGC 
  841  AGGGAGCGAA GGGGACTGGT ACTGGGTGGA CCAGACATCA TTCAACAAGG AGCAAAGTAG 
  901  GAGGTTCTGG ATTCCAGGTG AACCCAACAA CGCAGGGAAC AATGAGCACT GTGCCAATAT 
  961  CAGGGTGTCT GCCCTGAAGT GCTGGAACGA TGGTCCCTGT GACAATACAT TTCTTTTCAT 
 1021  CTGCAAGAGG CCCTACGTCC AAACAACTGA ATGACAGATC TGGCCTGAGC TCGGCATCTG 
 1081  TGGGGCAACA GTGACCTGGC TGAAGAGATG TCTCTCTCCC TGAGGCTCCA AGATTGCTCT 
 1141  GTACTTTACG TTTTTTTCTT GCTTGAAAAT TGTCCCAAAC ACAGCCTGTG GTCTTTCTGT 
 1201  CTTGGCTGGC AGTTCTCTGC TCCTGGAGGC CTTGGAGGAG CTTGGGTTAA ACGGGTGAGG 
 1261  ACCTGAAGAG GGCGTAGCAG TCCTTACTGC CCAGGCGAGG CAGGTCAGCA CACCAAACAG 
 1321  GTTGTTTAGA TTTTCCTGAT CCTTCTCAGA AGCCTTGGCT GACCATATAA AAGCTACATT 
 1381  CAAATATGAC CAGTATTTGA GGAGGCAGAC ATGCCCAAAT TTAACCATGA TACAATTTAT 
 1441  ACAACATGTA TTAGAACACC TCATGGTATG CTCAAAATAT GTAAATATGT TGTTTTTATG 
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